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1. Uvod

Komparativna analiza DNK ! i proteinskih sekvenci je disciplina koja na temelju pro-
teinskih sekvenci 1 gena pokuSava pronaéi srodne sekvence i primijeniti ocuvanost
sekvence i strukture proteina kako bi predvidjela zajednicke biokemijske aktivnosti i
bioloSke funkcije proteina. [7] Komparativnom analizom se direktno moZe uvidjeti
koji su dijelovi proteina pod evolucijskim pritiskom, odnosno koliko Cesto mutiraju.
Na osnovu tako prikupljenih podataka mozZe se zakljuciti koji su dijelovi proteina od
funkcionalne vaznosti za protein, a time i za organizam.

Orthobalancer je mrezna aplikacija koja kreiranjem skupa relevantnih proteinskih
sekvenci pomaZe komparativnoj analizi proteinskih sekvenci. Za zadani skup paraloga
pronalazi se skup ortologa, odnosno proteina koji obavljaju sli¢éne funkcije u drugim
vrstama. Iako postoje preciznije metode za nalazenje ortologa, takve metode se mogu
primijeniti samo na organizme Ciji su cjelokupni genomi sekvencirani u bazama poda-
taka. Orthobalancer ovom problemu pristupa na nacin da za svaki od ulaznih paralog-
nih proteina prikupi skup vrsta koje sadrZe proteine dovoljno sli¢ne ulaznome proteinu,
a zatim spustom kroz taksonomsko stablo Zivog svijeta nalazi zajednicki podskup vrsta
kako bi odlucio za koje proteine se moze zakljuciti da su ortolozi.

Dodatno, korisnik u aplikaciju moZe unijeti stupanj zamjenjivosti na naCin da odre-
dene Cvorove taksonomskog stabla proglasi zamjenjivima. Tada, za dano podstablo,
nije nuzno da svi skupovi sadrze identi¢nu vrstu, ve¢ je dozvoljeno odstupanje pri ko-
jem se bilo koja vrsta moZe balansirati kao reprezentativne vrste svog skupa za dano
zamjenjivo podstablo.

Detaljniji bioloski uvod dan je u poglavlju 2. Poglavlje 3 daje pregled o koriStenim
formatima podataka, bazama te ulaznim i izlaznim podacima. Kratki opis implementa-
cije dan je u poglavlju 4. Sredi$nji dio aplikacije — cjevovod — opisan je u poglavlju
5. Modul za nalaZenje 1 balansiranje vrsta objaSnjen je u poglavlju 6. Poglavlje 8

komentira dobivene rezultate. Zakljucak je iznesen u poglavlju 9.

IDeoksiribonukleinska kiselina



2. Teoretski uvod

2.1. Homologija proteina

Homologija u bioloskom smislu predstavlja sli¢ne osobine medu vrstama na razli¢itim
razinama organizacije Zivota, poput organa, tkiva, stanice ili molekule. Homologne
osobine uoc¢ene medu jedinkama razlicitih vrsta obi¢no upuéuju na zajednicke pretke
tih vrsta u evoluciji. Medutim, u molekularnoj biologiji termin homolog se Cesto koristi

1 za naznacavanje sli¢nosti bez obzira na genetsko srodstvo.[2]

homolozi u istoj vrsti

homolozi s istom funkcijom u
razlicitim vrstama

Slika 2.1: Vizualni prikaz ortolognih i paralognih gena na genetskim lancima raznih vrsta

Za homologne sekvence proteina kazemo da su ortologne kad su direktni potomci
neke sekvence u zajednickom pretku, bez da su prosle duplikaciju gena. Drugim rije-
¢ima, ortologne sekvence se mogu naci u jedinkama razlicitih vrsta, a obavljaju istu ili
sli¢nu funkciju u svim tim vrstama. Paralogne sekvence su homologne sekvence koje

su nastale od dvije razli¢ite kopije nekog gena koji je proSao kroz proces duplikacije



gena u nekom zajednickom evolucijskom pretku. Paralozi se mogu naéi u jedinkama
jedne ili viSe vrsta te ne obavljaju nuzno identi¢ne funkcije. Slika 2.1 predocuje razliku

paraloga i ortologa.

2.2. Uloge proteina

Proteini, ili neki njihovi dijelovi koji imaju klju¢ne uloge u stanicama su cesto toliko
bitni da kroz generacije vrsta vrlo malo mutiraju. Takva pojava se naziva evolucijski
pritisak. Znajuéi koji su dijelovi proteina dobro ocuvani, odnosno pod evolucijskim
pritiskom, detaljnijim promatranjima i eksperimentima se moZe utvrditi uloga i znace-
nje tog ocuvanog dijela proteina.

Postupak kojim se ovo postiZe je sljedeci. Sekvence promatranih proteina se porav-
naju i pronadu se pozicije na kojima su reziduumi aminokiselina jednaki, ili priblizno
jednaki medu svim sekvencama. Medutim, donoSenje odluka o srodnosti na ovakav
nacin je statistiCke naravi. Drugim rije¢ima, nitko ne moZe garantirati da dvije sek-
vence imaju zajedni¢kog pretka samo zato Sto su sliéne. Ipak, Sto je veéa sliCnost,
to je veca vjerojatnost da sekvence doista jesu srodne jer vjerojatnost slu¢ajnog nas-
tanka sli¢nih sekvenci geometrijski opada s porastom podudarnosti. Zato je potrebno
imati velik skup uzoraka potpuno sekvenciranih genoma kako bi se definitivno moglo

zakljuciti jesu li geni, to jest njihovi produkti — proteini, srodni.

2.3. Problemi i pretpostavke

Pitanje koje se prirodno sljedece postavlja jest kako zakljuciti imaju li dva proteina istu
ulogu. Prva pretpostavka koja se ovdje donosi jest da ortolozi imaju jednake uloge.
Ova je ¢injenica u glavnom to¢na i u odsutnosti eksperimentalne verifikacije ne moze
se biti precizniji. Dakle, odredeni protein od interesa bi u glavnom Zeljeli usporediti sa
skupom njegovih ortologa.

Sada smo dosli do problema prikupljanja skupa ortologa za dani protein. Kako bi
se pristupilo ovom problemu, donosi se druga pretpostavka: ortolozi se mogu pronaci
pretragom uzajamno najboljeg pogotka potpunih skupova paraloga iz dvije vrste.

Jedini nacin koriStenja dva poptuna skupa paraloga jest da pretrazujemo cijele ge-
nome. Medutim, trenutno postoji jako malo cjelokupnih sekvenciranih genoma, a i oni
koji su poznati su preteZito uzimani iz kraljeZznjaka. Uz to, sekvenciranih genoma i

detekcija gena su skloni pogreSkama. Alternativni pristup, na kojem pociva ideja za



Orthobalancera, jest potraziti informacije u bazama podataka gdje se mogu naci indi-
vidualne proteinske sekvence bez obzira na Cinjenicu je li ostatak genoma vrste koja
sadrzi protein poznat. Nakon skupljanja sekvenci slicnih polaznom proteinu, postav-

ljaju se dva pitanja:
1. Koje sekvence su ortologne polaznom proteinu?

2. Koje taksonomske grane nas uzorak pokriva?

Prvom pitanju pristupamo tako da prikupimo sli¢ne proteine danom proteinu i uzi-
mamo najsli¢niji protein iz pojedine vrste kao ortolog. Na drugo pitanje mozemo
odgovoriti stavljajuci vrste, koje se pojavljuju u prikupljenim ortolozima, automatski
na taksonomsko stablo Zivog svijeta.

Treca pretpostavka jest da taksonomsko stablo aproksimira evolucijsko stablo. Ko-
riste¢i ovu pretpostavku i obiljeZzene vrste dvaju skupova ortologa na taksonomskom
stablu te penjuéi se po stablu sve dok se oznaCene grane ne spoje za oba skupa, do-
biva se uvid u brzinu mutacije, odnosno razinu evolucijskog pritiska pojedinih dijelova
proteina iz tih dvaju skupova.

Moguca zamka na koju se nailazi ovim pristupom jest da jedan od skupova ortologa
sadrZi proteine iz vrsta koje se na taksonomskom stablu nalaze na potpuno izdvojenoj
grani koja ne sadrzi vrste iz drugog skupa. Ovime bi se dobila kriva procjena velike
brzine mutacije, pogotovo u odnosu na uparene vrste na ostatku stabla. Ovome pro-
blemu moze se pristupiti na nacin da se odaberu ¢vorovi u stablu — zamjenski ¢vorovi
— ispod kojih se za svaki skup traze reprezentativne vrste, pokusavajuci se balansi-
rati Sto blize vrstama. U ostatku taksonomskog stabla se prihvac¢aju samo jedan-na-
jedan pogodci vrsta medu skupovima, ako postoje. Neizbalansirane grane se na taj
nacin izbacuju iz analize, ostavljajuci skupove vrsta koji su divergirali jednako daleko

u proslosti.



3. Podaci

Orthobalancer radi s primarnim proteinskim strukturama — sekvencama reziduuma,
odnosno aminokiselina. Za zapis sekvenci koristi se standardizirani FASTA format.
Orthobalancer za svoj rad koristi dvije NCBI-jeve' baza podataka od kojih jedna sadrzi

sekvence formatirane u FASTA formatu, a druga taksonomsko stablo Zivog svijeta.

3.1. FASTA format

FASTA je jedan od standardnih formata zapisa genetskih informacija na racunalu. For-
mat je tekstualnog oblika, a koristi se u NCBI-jevim alatima 1 bazama podataka poput
BLAST-a i neredundantne baze proteinskih sekvenci. Jedan zapis u datoteci s FASTA
sekvencama se sastoji od zaglavlja i sekvence. Zaglavlje je jedan redak koji zapocinje
s znakom ’>’ te nakon njega mozZe imati razne informacije koje opisuju dan zapis. Za-
pisi proteinskih sekvenci u NCBI-jevoj neredundantnoj bazi obi¢no imaju: jedinstveni
kljuc¢ sekvence, ime proteina, ime vrste u kojoj se protein nalazi, podatke o originalnoj
bazi i slicno. Nakon zaglavlja slijede retci koji sadrze zapisanu sekvencu gdje svaki
znak predstavlja jedan reziduum aminokiseline u peptidnom lancu. Kad bi se ti retci

slijepili zajedno, dobila bi se sekvenca u jednom nizu. Prazne linije nisu dopuStene.

3.2. Neredundantna baza

Neredundantna baza je baza podataka koju nudi NCBI, a sadrZzi prikupljene zapise iz
nekoliko baza s raznih instituta u svijetu poput GenPept, Swissprot, PIR, PDF, PDB
i NCBI RefSeq. Za neredundantnu bazu se garantira da ne sadrZi dvije jednake sek-
vence, vec se one tada spajaju u jedan FASTA zapis s proSirenim zaglavljem.
Neredundantnoj bazi se pristupa pomocu alata BLAST[1] i fastacmd, koji takoder

dolazi u paketu s BLAST-om, te se zato koristi oblik neredundantne baze preformatiran

'National Center for Biotechnology Information



u FASTA format. Veli¢ina neredundantne baze jest 12GB.

3.3. Taksonomsko stablo Zivog svijeta

Taxonomy baza, odnosno baza taksonomskog stabla Zivog svijeta dostupna, je u obliku
nekoliko tekstualnih datoteka od kojih svaka predstavlja ispis pojedine relacije iz baze
podataka. Najbitnije, koje se koriste u Orthobalanceru, su nodes.dmp 1 names.dmp.
Za svaki ¢vor stabla nodes.dmp sadrzi identifikacijski broj ¢vora, identifikacijski broj
roditelja te niz dodatnih informacija poput ranga ¢vora u stablu (carstvo, rod, vrsta,
...). names.dmp za svaki ¢vor ¢uva niz raznih imena od kojih je jedno jedinstveno,
odnosno znanstveno, a ostala su prisutna za lakSe raspoznavanje od strane ¢ovjeka.
nodes.dmp sadrzi nesto viSe od 900000 Cvorova, dok names.dmp sadrzi skoro
1300000 ¢vorova. Buduci da se baze redovno aZuriraju, to¢ni brojevi su podlozni
promjenama. names.dmp je veéa jer se ondje nalaze i imena ¢vorova koji su izbrisani

ili spojeni.

3.4. Ulaz

Aplikacija kao ulaz prima nekolicinu paralognih proteina u FASTA formatu. Ako ko-
risnik posjeduje samo sekvencu proteina, moze ju zadati bez FASTA zaglavlja, no u
tom je slucaju duzan dati ime unesenoj sekvenci. Prije pocetka izvodenja svaki ulazni
paralog mora imati upisano ime te to ime mora biti jedinstveno medu svim paralozima.

Dodatno, korisnik moze specificirati ¢vorove taksonomskog stabla za ¢ija podsta-
bla smatra da sadrze zamjenjive vrste. Ponuden je i osnovni skup zamjenskih ¢vorova

za koje se vjeruje da bi mogli biti od koristi korisniku.

3.5. Izlaz

Web aplikacija nakon izvodenja prikazuje tablicu balansiranih vrsta. Stupci tablice
su imenovani po paralozima s ulaza. Retci su grupirani u zamjenske ¢vorove. Svaki
redak predstavlja jedan balansirani skup vrsta. U stupcu pod pojedinim paralogom
nalazi se ortologna vrsta, a lijevo od svih vrsta je zapisan ¢vor na kojem su vrste tog
retka balansirane. Primjer tablice se moZe vidjeti na slici 3.1.

Takoder, zavr$na stranica sadrZi poveznice za preuzimanje generiranih datoteka

tijekom izvodenja. Datoteke su opisane u nastavku.



Exchangeable

Actinopterygii

nodes Balanced node CAL1 COF1
|O|‘nith0rhynchus anatinus ||O|'nithu|‘hynchus anatinus ||O|'nithn|‘hynchus anatinus |
|M|:|n0delphis domestica ||Monode|phis domestica ||lv10nc:de|phis domestica |
|Equus caballus ||Equus caballus ||Equus caballus |
|Canis lupus familiaris ||Canis lupus familiaris ||Canis lupus familiaris |
|Ai|urnpnda melanoleuca ||Ai|urnp0da melanoleuca ||Ai|ur0p0da melanoleuca |
|Ovis aries ||Ovis aries ||Ovis aries |
|B|:|s taurus ||Bos taurus ||Eios taurus |
|Sus scrofa ||Sus scrofa ||Sus scrofa |
|Ca|lithrix jacchus ||Ca||ith|'ix jacchus ||Ca||ith|'ix jacchus |

. |Macaca fascicularis ||Macaca fascicularis ||lv1acaca fascicularis |
Mammalia
|Macaca mulatta ||Macaca mulatia ||lv13caca mulatta |
|N|:|masc:us leucogenys ||N0masu:us leucogenys ||N0masu:us leucogenys |
Pan troglodytes Pan troglodytes Pan troglodytes
Homo sapiens Homo sapiens Homo sapiens
|F'nngn abelii ||F'Dngn abelii ||F'Dngu abelii
|F'|'imates ||Otn|emur garnettii ||F'api0 anubis
|O|‘yctn|agus cuniculus ||O|'yctn|agus cuniculus ||O|'ycto|agus cuniculus
|Mus musculus ||Mus musculus ||lv1us musculus
|Rattus narnvegicus ||Rattus nanegicus ||Rattus nonegicus
|Eutheria ||Muste|a putorius furo ||lv1us spretus
|Ga|lus gallus ||Ga||us gallus ||Ga||us gallus
Sauropsida |Taeni0pygia guttata ||Taeniupygia guttata ||Taeninpygia guttata

|Squamata ||Anu:u|is carolinensis ||Gekk|:| japonicus
|Sa|mn salar ||Sa|mu:| salar ||Sa|mo salar

|Osmerus mordax

||Osmerus mordax

||Osmerus mordax

|Esc|x lucius

||Esu:|x lucius

||Esu:|x lucius

|Epinephe|us coioides

||Epinephe|us coioides

||Epinephe|us coioides

|Tet|'aodc|n nigroviridis

||Tet|'aod|:|n nigroviridis

||Tet|'au:ud|:|n nigroviridis

|F'ercumn|‘pha

||Spa|‘us aurata

||An0p|npnma fimbria

|Danin rerio

||Danin rerio

||Dani0 rerio

|Clupeocephala

||Ic:ta|urus punctatus

||Oncnrhynchus mykiss

| Ancestral node

|| unbalanced

|F'eru:0mu:u|‘pha

||Di|:entra|'chus labrax

|Clupeucephala

||Icta|urus furcatus

Amphibia

Xenopus (Silurana)
tropicalis

Xenopus (Silurana)
tropicalis

Xenopus (Silurana)
tropicalis

|}(enupus lasvis

||}(enupus lasvis

||}{enupus lagvis

unclassifiable homologues

|synthetic construct

Saccoglossus kowalevskii

Trichoplax adhaerens

Slika 3.1: Izlazna tablica s web stranice Orthobalancera

NajvaZnije izlazne datoteke su one koje sadrze poravnate sekvence ortologa iz poje-
dine grupe ortologa. Za svaki ulazni paralog postoji datoteka imena <ime-proteina>.afa,

gdje nastavak afa ima konotaciju poravnata FASTA (engl. aligned fasta). Datoteke



ovog tipa se mogu direktno preuzeti s poveznice na zavr$noj stranici.

Nadalje, sa zavrsSne stranice se moZe preuzeti i zip arhiva poravnatih sekvenci, Cije
je ime oblika <PAR>_OB_fasta_<D>_<M>.zip. <PAR> je ime prvog paraloga kojeg
je korisnik unio, <D> je dan, a <M> je mjesec kad je upit bio pokrenut. Buduéi da
su zaglavlja izlaznih FASTA sekvenci generirana tijekom rada Orthobalancera, ova zip
arhiva sadrzi i datoteke s dodatnim informacijama za svaku ortolognu sekvencu, ime-
novane <ime-paraloga>_orthologues.dict. Svaka ortologna sekvenca ¢e imati jednu

liniju u ovoj opisnoj datoteci sa sljedecim informacijama:

— species name ime vrste u kojoj se ova ortologna sekvenca nalazi. Moze se
reCi da ova sekvenca predstavlja navedenu vrstu jer izmedu svih pronadenih
sekvenci koje pripadaju navedenoj vrsti, ova sekvenca ima najveci rezultat sli¢-

nosti ulaznome paralogu.

— score rezultat sli¢nosti ove sekvence prema ulaznome paralogu dobiven iz iz-
laza alata BLAST.

— gid jedan ili viSe identifikatora, odnosno FASTA kljuceva ove sekvence. Ispi-
sani su kljucevi koji identificiraju samo one proteine koji se mogu naci u vrsti

navedenoj u prvome stupcu.

Dodatno, ova zip arhiva sadrzi i datoteku similar_species.txt. Ovdje je u tekstualnom
obliku opisan sadrZaj tablice na zavr$noj stranici. Na poc¢etku su navedena imena para-
loga. Nadalje, za svaki zamjenski ¢vor navedene su grupe balansiranih vrsta popracene
s ¢vorom taksonomskog stabla na kojem su vrste balansirane. Ukoliko se u nekoj ba-
lansiranoj grupi za neki paralog pronaslo viSe ortologa, jedan se slu¢ajnim odabirom
prikazuje kao balansirani, a ostali se prikazuju kao nebalansirani (engl. unbalanced)
na kraju ispisa pripadajueg zamjenskog ¢vora. Na kraju datoteke je grupa vrsta koje
su pronadene za sve paraloge, ali se ne nalaze niti ispod jednog zamjenskog ¢vora.
Na poslijetku, sa zavrSne stranice se moZze preuzeti i zip arhiva s cjelokup-
nim sadrZajem informacija prikupljenim tijekom pojedinog upita. Imenovana je
<PAR>_OB_<D>_<M>.zip, gdje je <PAR> ime prvog paraloga kojeg je korisnik
unio, <D> dan, a <M> mjesec pokretanja upita. Osim dosad spomenutih datoteka,

ova arhiva sadrZi jos sljedece:
— <ime-paraloga>.blast izlaz alata BLAST za pojedini ulazni paralog.
— <ime-paraloga>.fasta sekvenca pojedinog paraloga u jednom rektu bez zaglav-
lja

— <ime-paraloga>_fastacmd.fasta izlaz alata fastacmd



— <ime-paraloga>_orthologues.fasta FASTA sekvence svih ortologa pojedinog

paraloga, neporavnate. Zaglavlje je generirano tijekom rada Orthobalancera.



4. Implementacija

Aplikacija je pisana u programskom jeziku Python verzije 2.7. Aplikacija se dijeli u
nekoliko zasebnih cjelina. U srediStu aplikacije nalazi se cjovovod koji poziva alate
poput BLAST-a [1] i fastacmd-a za komuniciranje s NCBI-jevom neredundantnom ba-
zom, zatim dio aplikacije za odabir i1 balansiranje vrsta na taksonomskom stablu te alat
mafft [6] za poravnanje sekvenci. Rad cjevovoda detaljno je opisan u poglavlju 5, a
modul za odabir i balansiranje vrsta u poglavlju 6. Pored cjevovoda implementirana
je mreZzna aplikacija kao korisni¢ko sucelje za cijeli program. MreZna aplikacija je
implementirana koriste¢i Flask microframework verzije 0.7, dok su operacije na kli-
jentskoj strani implementirane u javascriptu uz koriStenje biblioteke jQuery. Opis rada

mrezne aplikacije dan je u poglavlju 7.
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5. Cjevovod

Cjevovod je arhitektonski programski obrazac u kojem podaci prolaze kroz filtre koji
su postavljeni jedan za drugim. Time se simulira jedan tok koji iz ulaznih podataka
transformacijom kroz filtre generira izlazne podatke. U ovome projektu cjevovodna
arhitektura je samo logicki kostur koji se enkapsulira unutar razreda Pipeline. lako
je u zacetku razvoja aplikacije svaki filter bio zaseban proces, vrlo ubrzo je ustanov-
ljeno kako vecina filtera generira podatke koji su potrebni na raznim mjestima u cijeloj
aplikaciji te se Cinilo lakse imati sve podatke u memoriji pojedinog cjevovoda. To je
omogucilo da razred Pipeline naslijedi razred Thread iz modula threading te se moze
pozivati kao zasebna dretva.

Tok cjevovoda se moze vidjeti na slici 5.1. Ulaz u cjevovod predstavljaju para-
logni proteini u FASTA formatu koje zadaje korisnik. Ti se podaci zadaju pri stvara-
nju objekta Pipeline kako bi se mogli zapisati na disk u direktorij vezan za instancu
Pipeline-a. Stvarni objekt kojeg prima konstruktor Pipeline-a je rjecnik prilagoden
uporabi mreZne aplikacije, Sto je detaljnije opisano u poglavlju 7.

Pri pokretanju cjevovoda za svaku se od unesenih sekvenci stvara objekt razreda
ProteinHolder prilikom Cega se obavljaju pozivi filtara nezavisnih za svaku pojedinu
sekvencu. Prvi filter koji se koristi je alat BLAST [1] te je izveden kao poziv zasebnog
izvrSnog programa blastall na sljedeci nacin:

blastall —p blastp —i <ulaz—-FASTA> —d <nr—baza> —m 8§ —a <broj—dretvi>

Argument p s parametrom blastp oznacava programu da se koristi algoritam za us-
poredivanje jedne ulazne sekvence amino kiselina s bazom proteinskih sekvenci. S ar-
gumentom i se zadaje put do ulazne datoteke s FASTA sekvencom. Nadalje, argument
d prima put na disku do NCBI-jeve nereduntantne baze sekvenci koja je prethodno
formatirana za pretrazivanje sekvenci u FASTA formatu. Argument m odreduje for-
mat ispisa koji generira blastall, a parametar 8 oznacava tabularni ispis bez dodatnih
komentara koji je pogodan za parsiranje. Konacno, argument a upuluje blastall na
broj dretvi koji treba koristiti kako bi se ubrzalo njegovo izvodenje. Broj dretvi se u

Orthobalanceru moZze postaviti prilikom instalacije.
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> paralogl > paralog2 > paralog3
FASTA

datoteke
paraloga

blast

za svaki paralog
lista identifikatora Mremast Shenosti o enat]
slicnih sekvenci

fastacmd l
za svaki paralog
P > ortologll > ortolog2l > ortolog31
FASTA Zaplisl > ortolog12 > ortolog22 > ortolog32
kandidata za > ortolog13 > ortolog23 > ortolog33
> .. > .. > ..
ortologe

za svaku grupu
ortologa, imena vrsta
koje sadrze kandidate
ortologe

pronadi zajednicki
podskup vrsta

(s dozvoljenom
zamjenjivosti)

stvori poravnanje sekvenci iz
zajednickog podskupa vrsta

Slika 5.1: Protok podataka kroz cjevovod. Radije se prikazuju podaci nego filtri zbog boljeg

uvida u rad cjevovoda

Izlaz koji generira BLAST predstavlja informacije o sekvencama slicnim ulaznoj
sekvenci, odnosno informacije o potencijalnim ortolozima za ulazni paralog. Svaki re-
dak, izmedu ostalih, sadrZi dvije bitne informacije: jedinstveni klju¢ sekvence u nere-
dundantnoj bazi — gi-broj — te ocjenu sli¢nosti ulaznome paralogu. Nakon parsiranja
tog izlaza ocjene sli¢nosti se spremaju za kasniju upotrebu, a gi-brojevi se zapisuju u
privremenu datoteku za sljedeéi korak u cjevovodu.

Sljede¢i filter je izvrSni program fastacmd koji za svaki gi-broj pronalazi 1 ispi-
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suje sekvencu u FASTA formatu, takoder koriste¢i NCBI-jevu neredundantnu bazu.

Program se poziva ovako:

fastacmd —i1i <ulaz> —d <nr—baza>

Bududi da program fastacmd dolazi u paketu zajedno s BLAST alatima, argumenti
imaju sli¢nu konotaciju kao i za blastall: s argumentom i se zadaje ulazna datoteka, a
s d put do neredundantne baze.

1zlaz fastacmd-a se parsira pomocu razreda FastaRecord. Svaka dobivena sekvenca
kao kandidat za ortologa dobiva instancu razreda FastaRecord u kojoj je sadrZana sek-
venca te sve bitne informacije iz zaglavlja pojedinog FASTA zapisa. Dodatno, instanci
FastaRecord se pridruzuje ocjena sli¢nosti sekvence koju opisuje prema ulaznom para-
logu. Kako bi bilo lakSe objasniti §to je preuzeto iz zaglavlja pojedinog FASTA zapisa,
bitno je imati na umu strukturu neredundantne baze $to je objasnjenu u poglavlju 3.
Naime, ako je za nekoliko proteina zabiljezeno da imaju identicnu sekvencu, tada ¢e
zaglavlje takve FASTA sekvence u neredundantnoj bazi sadrZavati spojene podatke
o navedenim proteinima. Zato objekt razreda FastaRecord sadrZi listu elemenata za-
glavlja, gdje se svaki od tih elemenata opisuje n-torkom (gi-broj elementa, ime vrste,
ime proteina, zastavica: najbolja sekvenca za ovaj gi-broj). Iako je poznato da nere-
dundantna baza sadrZi sekvence sakupljene iz raznih baza Sto implicira ¢injenicu da
zaglavlja pojedinih sekvenci ne moraju imati identican oblik, uoceno je odredeno pra-
vilo po kojem fastacmd ispisuje sekvence te se ono koristi kao heuristika ugradena u
parser. Pretpostavljeni oblik pojedinog elementa zaglavlja je sljedeci:
>gi|"gi-broj"|nebitne—-informacije IME PROTEINA
[IME VRSTE]nebitna-informacija.

Na primjer:
>gi|344243907|gb|EGW00011.1| Cofilin-1 [Cricetulus griseus]

Na kraju obrade podataka za pojedini paralog s ulaza prolazi se listom svih obje-
kata razreda FastaRecord te se za svaku pronadenu vrstu odabire sekvenca s najboljom
ocjenom sli¢nosti. Time nastaje jedan podskup sekvenci za koje moZemo reci da pred-
stavljaju grupu ortologa za dani paralog.

Nakon $§to je svaki paralog opisan jednim objektom razreda ProteinHolder po-
trebno je odrediti postoji li koji gi-broj koji se moZe pronaci u grupama ortologa raz-
licitih paraloga. Donesena je odluka kako to svojstvo nije poZeljno jer jedan te isti
protein ne Zelimo imati kao predstavnika neke vrste u razlicitim grupama ortologa. Za

potrebe ove funkcionalnosti dodani su razredi BestScore 1 BestScoreCollection. Razred
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BestScore sadrzi informaciju koja upucuje u kojoj se grupi ortologa, na kojem FASTA
zapisu te s kojim elementom zaglavlja FASTA zapisa nalazi najbolje ocijenjena sek-
venca za dani gi-broj identifikator. Razred BestScoreCollection sluzi kao sucelje za
koriStenje rjeCnika najboljih sekvenci, a nudi metode za aZuriranje rje¢nika kandida-
tima za najbolje sekvence te metodu za dohvat trenutno postavljene najbolje instance
razreda BestScore. Skica algoritma za pronalazak najbolje ocijenjenih dana je algo-
ritmom 5.1. Nakon provedbe algoritma nepoZeljni proteini imaju spusStenu zastavicu

najbolje sekvence za svoj gi-broj te se ne razmatraju u nastavku programa.

Algoritam 5.1 NalaZenje najbolje ocijenjenih proteina
1: funkcija PROTEINHOLDER::IZRACUNAJNAJOCJENE

2 ocjene < BestScoreCollection()

3 za svaki fastaRecord € this.records radi

4: za svaki element € fastaRecord.elementiZaglavlja radi
5 ocjena < BestScore(element)

6 ocjene.azuriraj(ocjena, fastaRecord.ocjena)

7: vrati ocjene

8: funkcija PROTEINHOLDER::PROPAGIRAJ(najOcjene)

9: za svaki fastaRecord € this.records radi

10: za svaki element € fastaRecord.elementiZaglavlja radi
11: najOcjena < najOcjene.dohvati(element[ gid'])
12: ako —najOcjena.provjeriElement(element) tada
13: element|'zastavicaN ajbolji'| < laZ

14: funkcija PRONADINAJOCIJENE(proteinHolders) # funkcija je isjecak iz cjevo-

voda
15: najOcjene < stvoriBestScoreCollection()
16: za svaki protein € proteinHolders radi
17: ocjene < protein.izracunajNajOcjene()
18: najOcjene.azuriraj Kolekcijom(ocjene)
19: za svaki protein € proteinHolders radi # propagacija najboljih ocjena
20: protein.propagiraj(najOcjene)

Ovdje bi se jo§ mogla dodati funkcionalnost kojom bi se za vrstu kojoj je protein
odbacen pronasao sljedeci najbolji nezauzeti protein, no to nije razmatrano. Za takve
sluCajeve ne moze se sa sigurnos$cu reci jesu li kodirajuéi geni doista ortologni ili se u

nekoj roditeljskoj vrsti gen duplicirao te se s takvim nejednoznacnostima aplikacija ne
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bavi.

Najbitniji korak u cjevovodu je pronalaZzenje i balansiranje zajednickih vrsta na sta-
blu taksonomije Zivog svijeta. Ovaj korak je detaljno opisan u poglavlju 6. Ovom se
filtru kao ulaz predaju kompletni opisnici proteina, odnosno objekti razreda Protein-
Holder iz kojih sam filter povlaci sve potrebne informacije. Nakon $to zavrsi obrada,
izlaz filtra je predocCen visSeslojnim rje¢nikom koji razdvaja podatke po sljede¢im slo-
jevima: grupe ortologa, grupe zamjenskih ¢vorova u taksonomskom stablu, grupe ba-
lansiranih ¢vorova u taksonomskom stablu te su zadnje vrijednosti balansirane vrste.

Zadnji korak u cjevovodu prije zapisivanja svih skupljenih podataka na disk je
poravnanje sekvenci dobivenih kao izlaz programa fastacmd. Za poravnanje se koristi
alat mafft [6] te mu je ulaz datoteka sa zapisanim sekvencama u FASTA formatu, a

izlaz datoteka s istim, ali poravnatim sekvencama. mafft se poziva na sljedeci naCin:

mafft —auto <ulaz> > <izlaz >

Argument —auto upucuje mafft da automatski odabere najbolju strategiju poravna-
vanja sekvenci, uzimajuéi u obzir veli¢inu podataka. Izlaz se direktno preusmjerava u

novu datoteku na disk jer poravnate sekvence nisu potrebne u memoriji.
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6. Nalazenje zajednickih vrsta

Pronalazak zajednickih vrsta najbitniji je modul Orthobalancera. U suStini, ovaj mo-
dul nije logicki vezan za nalaZenje ortologa, no za potrebe Ortobalancera je svojim
suceljima prilagoden njegovom cjevovodu. NalaZenje zajednickih vrsta medu skupo-
vima ulaznih vrsta predstavlja jednu novu dimenziju u pronalasku ortolognih proteina.
Konvencionalno traZzenja ortologa [3, 9] jest kvalitetnije jer se pretraZivanje odvija na
razini sekvence, ali je moguce samo za genome koji su u potpunosti istrazeni i zapisani
u baze podataka. [5] Podizanje potrage za ortolozima na razinu vrsta omogucava da se
ortolozi pronadu i medu vrstama Ciji genomi nisu jo§ zabiljeZeni.

Ovaj modul za svoj rad koristi podatke iz NCBI-jeve Taxonomy baze. Koriste se
¢vorovi taksonomskog stabla Zivog svijeta i znanstvena imena pridijeljena ¢vorovima.
Cvorovi su identificirani svojim jedinstvenim identifikatorima fax_id, a svaki &vor ima
pridruzeno jedno ili viSe koriStenih imena. Samo jedno od tih imena je oznaceno kao
znanstveno 1 takoder je jedinstveno za svaki ¢vor uz neke iznimke poput sinteticki
stvorenih vrsta koje dijele znanstveno ime Synthetic construct. Datoteke koje sadrze
podatke iz ovih baza su prili¢no velike te njihovo uditavanje, prilagodavanje i koriStenje
najviSe utjece na trajanje izvodenja programa.

Na pocetku rada modula svi podaci se prilagodavaju za potrebe modula. Iz cje-
vovoda se od svake instance ProteinHolder-a uzimaju zabiljeZene vrste, a iz popisa
zamjenjivih ¢vorova koje zadaje korisnik se prikupljaju svi zadani ¢vorovi. Svim pri-
kupljenim imenima se tada pridruzuje tax_id iz baze.

Nakon toga se gradi taksonomsko stablo u memoriji. Stablo je izvedeno kao veliki
rjecnik koji za kljuceve koristi tax_id, a svaki ¢vor je objekt razreda Node. Razred
Node sadrzi sljedeée bitne podatke: tax_id roditeljskog Cvora, listu djece, broja¢ za
svaku grupu ortologa, ukupni broja¢ grupa, listu zamjenskih roditeljskih ¢vorova te
zastavicu je li balansiran. Brojaci se inicijaliziraju na nulu, a kasnije tijekom algoritma
¢e koristiti kao broj vrsta pojedine grupe ortologa koje se nalaze pod danim ¢vorom.
Ukupni brojac grupa govori koliko ortolognih grupa ima svoga predstavnika pod nekim

¢vorom. Lista zamjenskih roditeljskih ¢vorova se inicijalizira na praznu listu, a bit ¢e
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popunjena svim ¢vorovima koji su od korisnika oznaceni kao zamjenski te se nalaze
iznad trenutno razmatranog ¢vora. Zastavica za balansiranje koristi se kasnije tijekom
postupka balansiranja podstabala ispod zamjenskih ¢vorova. Algoritam je opisan u
nastavku, a dan je i njegov pseudokod 6.1.

Sljedeci koraci predstavljaju inicijalizaciju stabla. Najprije se za svaku ortolognu
grupu prolazi kroz sve vrste. Za svaku vrstu pronalazi se njen ¢vor, odnosno list u
stablu. Brojac tog lista za trenutnu ortolognu grupu se inicijalizira na 1. Istovremeno
se ukupni broja¢ grupa u tome listu postavi na 1 te se pozove metoda koja propagira
ukupni brojac grupa sve do korijena stabla, pazeci da ukupni brojac niti u jednom ¢voru
ne bude viSe od jednom povecan za neku grupu ortologa.

Nakon toga treba inicijalizirati zamjenske ¢vorove i pripadna podstabla. Za svaki
zamjenski ¢vor poziva se rekurzivna funkcija koja se spusta do listova i svakome ¢voru
u njegovu listu zamjenskih roditeljskih ¢vorova dodaje tax_id zamjenskog ¢vora nad
kojim je rekurzija pozvana. Time svaki ¢vor sadrzi informaciju kojim zamjenskim
podstablima pripada.

Slijedi algoritam 6.1. Algoritam rekurzivno prolazi stablom, polazeci od listova.
U zamjenskim podstablima balansira grupe ortologa na sljedeci nain. Nakon S$to se
obidu listovi, svaki ¢vor za svaku od grupa ortologa postavlja svoj brojac za tu grupu
na vrijednost zbroja brojaca svoje djece pri cemu se od djece ne razmatraju veé balan-
sirani ¢vorovi. U slu€aju da nijedan brojac u ¢voru ne ostane na vrijednosti 0, ¢vor se
proglasava balansiran. Drugim rijeCima, u svakoj grupi ortologa postoji barem jedna
vrsta ispod tog ¢vora te se one mogu ispisati kao uparene ili zamjenjive vrste. U ideal-
nom, ali i naj¢eSéem slucaju, desit ¢e se da je vrsta prisutna u svim grupama ortologa te
¢e tada sam Cvor promatrane vrste biti proglasen balansiranim i roditelji ga zbog toga
nece razmatrati. Za primjenu nalaZenja ortolognih proteina to bi znacilo da neka vrsta,
na primjer ¢ovjek (lat. Homo sapiens), sadrzi ortologni protein svakome od ulaznih
paraloga. Algoritam je tako osmiSljen kako bi se balansirale Sto srodnije vrste. Sto
se tie dijelova stabla koji nisu pod jednim zamjenskim ¢vorom, algoritam ne provodi
postupak balansiranja te se u izlaz dodaju jedino one vrste koje su prisutne u svim

grupama ortologa. Izlaz ovog algoritma vraéa se pozivatelju, odnosno cjevovodu.
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Algoritam 6.1 Obilazak stabla — balansiranje vrsta

Ulaz: korijenski ¢vor stabla; n skupova vrsta

Izlaz: viSeslojni rjecnik ¢zlaz koji za svaki balansirani ¢vor sadrZi listu vrsta predstav-

nica iz svake grupe g

1: # algoritam obilaska pocinje funkcijom obidiStablo()

e A AT R

10:

12:
13:
14:
15:
16:
17:

18:

20:

21:
22:
23:
24:
25:

26:
27:
28:
29:
30:

31:

: funkcija BALANSIRAJ(cvor, grupe)

1zlaz < new izlaz
za svaki dijete € cvor.djeca radi
1zlaz <— 1zlaz U BALANSIRAIJ(dijete, grupe)
ako —dijete.balansiran tada
za svaki g € grupe radi

cvor.brojaclg] <— cvor.brojaclg] + dijete.brojac|g]

ako cvor.brojaclg] > 0 Vg € grupe tada

cvor.balansiran < istina

ako 3kVg € grupe(cvor.brojaclg] = k) tada
A < skup svih pripadajuéih vrsta pod cvorom cvor
izlaz.pridruzi(A)

inace
n < min{brojac|g| € cvor}
R < Vg € grupe odaberi n slucajnih vrsta pod cvorom cvor
izlaz.pridruzi(R)

vrati izlaz

: funkcija OBIDISTABLO(cvor, grupe)

ako cvor.zamjenski() tada # vraca istina ako je ¢vor u zamjenskom podsta-

vrati BALANSIRAJ(cvor, grupe)
inace
ako cvor.list() tada # vraca istina ako je ¢vor list
za svaki g € grupe radi
izlaz[g|[ nezamjenski’| < cvor.ime
inace
1zlaz < new izlaz
za svaki dijete € cvor.djeca radi
ako dijete.ukupniBrojac = cvor.ukupniBrojac tada
1zlaz < 1zlaz U OBIDISTABLO(dijete, grupe)

vrati izlaz
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7. Mrezna aplikacija

Korisnicko sucelje Orthobalancera ostvareno je kao mreZna aplikacija implementirana
takoder u Pythonu koristeéi Flask microframework. Flask je izgraden na Werkzeug
WSGI! mreZnom alatu i Jinja2 sustavu predloZaka (engl. template). Flask je zvan mi-
croframeworkom jer svoju jezgru drzi jednostavnom, ali proSirivom. Flask takoder
nudi odredene konvencije koje pojednostavljuju izgradnju mrezne aplikacije. Osim
Flaska, za razvoj aplikacije koriSten je javascript uz veéinu koda napisanu pomocu bi-
blioteke jQuery. Osim za asinkronu komunikaciju s posluZiteljem pomoéu AJAX-a?,
javascript se najviSe koristio za postizanje dinamike te robusnosti provjere i sinkroni-
zacije ulaznih podataka.

HTML? stranice koje aplikacija generira bazirane su na Jinja2 predloscima. Jedno
od njihovih pogodnih svojstava je nasljedivanje predloZzaka. Time se omoguduje da
postoji jedan temeljni predloZak koji sadrzi osnovne elemente svake stranice, a ostali
samo nasljeduju te elemente 1 popunjavaju potrebni sadrzaj. HTML predloSci Ortho-
balancera su sljedeci:

— layout.html definira raspored svih elemenata te ga svi ostali predloSci naslje-
duju.
— input.html prihvaéa ulazne podatke od korisnika. Detaljniji opis mogucnosti

koje su ostvarene za ulazne podatke se nalazi u odjeljku. 7.1

— manipulate_exchangeable.html je stranica koja se prikazuje samo kada korisnik
Zeli unijeti vlastite zamjenske ¢vorove taksonomskog stabla. Stranica se otvara

s ponudenim pretpostavljenim skupom zamjenskih ¢vorova.

— execution.html prikazuje trenutno stanje izvodenja asinkrono komunicirajuéi s
posluziteljem kako bi korisnik imao jasniju predodzbu o zadacima koje poslu-
Zitelj obavlja te o trajanju izvodenja. Jednom kad stranica za ispis primi poruku

o kraju izvodenja, automatski se preusmjerava na URL ’/output’.

'Web Server Gateway Interface [4]
2 Asynchronous JavaScript and XML
SHyperText Markup Language
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— output.html prikazuje izlaz aplikacije korisniku. Prikazani izlaz je tablica na
slici 3.1. Osim tablice, nude se poveznice na niz datoteka za preuzimanje.

Izlazne datoteke su opisane u odjeljku 3.5.

— error.html se prikazuje ukoliko na posluzitelju dode do pogreske.

PosluZzitelj Orthobalancera se moze zamisliti kao stroj stanja kojemu su stanja pre-
doc¢ena URL-om*. Flask radi tako da veZe URL na jednu funkciju Pythona® koristeéi
mehanizam dekoriranja [8] funkcije kojeg nudi Python. Na taj se nacin uz svaki URL

veZe odredeni posao koji treba obaviti. Bitniji URL-ovi su sljedeci:

— ’/ ulazna tocka za pokretanje novog upita. Upit dobiva jedinstveni identifi-
kacijski broj te se za njega inicijaliziraju odredeni podaci na posluZzitelju kao
sjednicki podaci. Automatski se preusmjerava na ’/start’. Od ove toCke na
dalje svaki URL ima identifikacijski broj upita u svome parametru §to nije po-
sebno naznaceno. Takav je nacin prenoSenja identifikacijskog broja odabran

kako bi korisnik samo pomoéu URL-a mogao dohvatiti svoje rezultate.

— ’[start’ pozvan za inicijalizirani upit. Generira i vraéa HTML stranicu baziranu

na predlosku input.html.

— ’/finish_input’ poziva se tek u trenutku kad su na klijentskoj strani svi ulazni
podaci pravilno uneseni. Podaci su tad ve¢ spremljeni u sjednickim varijablama
te se moZe stvoriti instanca razreda Pipeline, odnosno nova dretva cjevovoda.
Ovisno o korisnikovom odabiru na stranici input.html, sljedece stanje izvode-
nja moZe biti na URL-u ’/get_exchangeable’ ako korisnik Zeli zadati svoje za-
mjenske ¢vorove, odnosno na URL-u ’/preparations’ za pokretanje cjevovoda

s predloZenim zamjenskim ¢vorovima.

— ’/preparations’ Cita sadrZaj datoteke s predloZenim zamjenskim ¢vorovima,

sprema ih u argumente sjednice te se preusmjerava na URL ’/executing’.

— ’/get_exchangeable’ generira stranicu baziranu na predloSku manipu-
late_exchangeable.html s podacima iz datoteke s predloZenim zamjenskim ¢vo-

rovima.

— ’/save_exchangeable’ sprema korisnikove zamjenske ¢vorove u argumente sjed-

nice te se preusmjerava na URL ’/executing’.

— ’lexecuting’ pokrece rad dretve cjevovoda te generira stranicu baziranu na

predlosku execution.html.

“4unified resource locator

Sview funkcija
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— ’/output’ generira stranicu iz predloska output.html predajuéi joj sve potrebne

informacije dohvacene iz datoteka koje je stvorio izlaz cjevovoda.

Vrijeme izvodenja posla u cjevovodu moZe potrajati nekoliko minuta te je zato
bilo potrebno osmisliti nacin kako predociti korisniku napredak izvodenja u nekom
trenutku. RjeSenje je osmiSljeno na nacin da cjevovod svoj napredak zapisuje u log da-
toteke, a klijent asinkrono trazi od posluZitelja sadrZaj tih datoteka svakih nekoliko se-
kundi. Za odvajanje funkcionalnosti ispisa stanja cjevovoda u log datoteke iskoristen je
Pythonov mehanizam dekoriranja funkcija. Implementirani su razredi beforeMessage
1 afterMessage koji imaju funkcionalnost dekoratora. Oba dekoratora imaju argument
— kljuc rje¢nika koji sadrzi konkretan tekst za ispis u log datoteke. beforeMessage de-
korira funkciju tako da obavlja ispis prije poziva dekorirane funkcije, a afterMessage
nakon izvrSavanja dekorirane funkcije. Oba razreda dekoratora nasljeduju temeljni de-
korator messagingDecorators koji sadrZi implementaciju samog zapisivanja statusa u

log datoteke, a izvedeni razredi se samo brinu o nadinu dekoriranja.

7.1. Sinkronizacija ulaza

Jedan od nuZnih preduvjeta za uspjeSan rad aplikacije jest pazljivo preuzimanje ulaznih
podataka uz robusne provjere. S druge strane bitno je omoguciti raznolike nacine
unoSenja podataka za lakSe rukovanje aplikacijom. Orthobalancer na ulazu ocekuje
dvije ili viSe proteinskih sekvenci od kojih ¢e svaka sadrzavati razli¢ito ime. Elemente
za unos podataka pojedinog proteina na stranici moguce je dodavati dinamicki. Sam
FASTA zapis se moZe izravno upisati u povrSinu za unos teksta, ili se moze predati
datoteka sa sadrZzajem FASTA zapisa.

Inicijalna ideja bila je sve provjere implementirati na strani klijenta pomocu ja-
vascripta, no buduéi da javascript nije pogodan za otvaranje i Citanje sadrzaja dato-
teka odluceno je da se podaci ¢uvaju na posluzitelju. Zbog toga je potrebno prilikom
svake promjene sadrzaja bilo kojeg elementa unosa na stranici sinkronizirati podatke
saCuvane u sjedni¢kim varijablama na posluZitelju s trenutnim stanjem na stranici koju
gleda korisnik. Sinkronizacije se dogadaju u pozadini asinkronim komuniciranjem kli-
jenta i posluZzitelja. Asinkrona komunikacija ostvarena je AJAX tehnologijom, a klijent
i posluzitelj prenose podatke u JSON® formatu za $to Flask ima kvalitetnu podriku.

Obrada i spremanje podataka prilikom unosa imena sekvence prikazani su UML)’

sekvencijskim dijagramom na slici 7.1. Obrada pocinje automatski u pozadini netom

6JavaScript Object Notation
"Unified Modeling Language
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Korisnik Klijent Posluzitel)

unos_imena

[me_jedinstwenao] postas_ime_tocnof ime, id_sehuwence )

star_jme

[ime: jedinstvena] posta_ime_brvolime, id_sekwence )

aro_ime

[§me jedinstweno] postav_poruke_upozorenjal)

[broj_starih = 1] postavi_jedinstienal saro_jme )

[broj_starih + 1] postav_ponke_upozorenjal)

prikadi poruke_upozorenja )

Slika 7.1: UML sekvencijski dijagram koji prikazuje slijed operacija prilikom unosa imena

nakon $to se ime unese. Klijent najprije pretrazuje imena svih vidljivih sekvenci. Uko-
liko je postavljeno ime razli¢ito od svih drugih unesenih imena, AJAX pozivom se
dojavljuje posluzitelju da postavi uneseno ime za tu sekvencu. Nakon $to postavi ime,
posluZitelj provjerava validnost svih podataka za danu sekvencu te vraca staro ime
koje je bilo pridruzeno sekvenci. Klijent briSe eventualne poruke upozorenja za danu
sekvencu jer je ime jedinstveno. U slucaju da uneseno ime nije jedinstveno, AJAX-
om se dojavljuje posluZitelju uneseno ime uz naznaku da je krivo. Svim sekvencama
s unesenim imenom posluZitelj mice zastavicu da su jedinstvena te pokrece validaciju
njihovih podataka. PosluZitelj opet vraca staro ime sekvence s promijenjenim imenom.

Takoder, u slu¢aju nejedinstvenog unesenog imena, svim HTML elementima s istim
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imenom se pridruzuje prikladna poruka upozorenja. Nakon postavljanja imena na pos-
luzitelju klijent je duZan provjeriti jesu li neka od jednakih imena na stranici trenutnim
unosom razrijeSena. Klijent dohvaéa sve elemente s imenom jednakim starom imenu
koje je posluzitelj vratio. Ukoliko takvih nema, niSta se ne dogada jer problema niti
nije bilo. Ako ih je viSe, na primjer 2, to znaci da ih je prethodno bilo 3, ali ta se imena i
dalje trebaju razrijesiti tako da im se poruke upozorenja ne micu. Na poslijetku, ako je
samo jedno ime pronadeno, njemu se briSu poruke upozorenja te se AJAX-om dojav-
ljuje posluzitelju da je ono od sada jedinstveno. PosluZitelj ozna¢ava ime jedinstvenim
te pokrece validaciju nad tom sekvencom.

Unos sekvence korisnik moZe obaviti na dva na¢ina: moZe napisati ili zalijepiti
FASTA sekvencu u podrucje za unos teksta ili moze uploadati FASTA datoteku. Ako
je odabran tekstualni nacin, jednom kada se sekvenca upiSe u povrSinu za unos aktivira
se logika koja predaje sekvencu posluZitelju na obradu AJAX pozivom. Za slucaj kada
je odabran upload FASTA datoteke, ne moze se koristiti AJAX. AJAX tehnologija
je u mogucénosti slati samo Cisti tekst, a javascript nije u moguénosti otvarati dato-
teke odabrane za upload. 1z tih razloga se ovdje koristi pomalo zastarjelo i ne sasvim
pouzdano, ali jedino preostalo rjeSenje, a to je simuliranje submita HTML forme i ko-
riStenje HTML iframe taga. iframe tag u svojoj osnovnoj funkcionalnosti omoguéuje
prikaz bilo koje druge stranice unutar osnovne stranice koju je korisnik zatrazio, dru-
gim rije¢ima iframe element je kao prozor koji prikazuje neku drugu stranicu. No ako
Sform tagu koji sadrZi sve elemente ulaznih podataka za target atribut postavimo ime
iframea na istoj stranici, sadrzaj trenutne stranice ostati ¢e nepromijenjen Sto uklju-
cuje 1 sve podatke u input elementima koje je korisnik unio. U ovome slucaju, gdje je
potrebno asinkrono prenijeti datoteku do posluZitelja, dodane su sljedece akcije. Prili-
kom odabira datoteke za upload automatski se poziva javascript fukcija koja simulira
submit glavne forme. PosluZitelj potom preuzima datoteku, sprema ju, poziva obradu
sekvence i vraca tijelo javascript poziva kojim se oznacava kraj slanja datoteke poslu-
zitelju. Minimalni uvjet koji sama datoteka mora zadovoljiti jest da ima nastavak .fasta
ili .zxt.

Obrada sekvence na posluZitelju prvenstveno provjerava jesu li predani podaci do-
ista u FASTA formatu. Zapis ne mora nuzno sadrzavati FASTA zaglavlje jer korisnik
moZe upisati ime koje Zeli, a ime je jedino Sto bi se uzimalo iz zaglavlja ulaznih sek-
venci. Za sekvencu je bitno da ne sadrZi nedozvoljene znakove koji ne predstavljaju
niti jednu aminokiselinu. Sekvenca se za daljnju obradu sprema u varijable sjednice
kao jedan znakovni niz velikih slova bez bjelina. Na kraju obrade pokrece se validacija

nad tom sekvencom.
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Sekvence na stranici moguce je dinamicki dodavati i brisati. Dodavanje nove sek-
vence samo umece nove HTML elemente na stranicu, a podaci za tu sekvencu se inici-
jaliziraju na posluZitelju prilikom prvog AJAX poziva koji sadrZi tu sekvencu. Brisanje
sekvence zahtijeva odredene akcije. Klijent najprije sakrije obrisanu sekvencu, iako
ona joS uvijek posoji. Zatim pretraZi i dohvati sve elemente s imenom jednakim imenu
obrisane sekvence. Nakon toga, klijent AJAX pozivom dojavljuje posluZzitelju da je
odredena sekvenca obrisana, prosljeduju¢i mu istovremeno niz istoimenih sekvenci.
Posluzitelj oznacava obrisanu sekvencu neaktivnom i1 pokrece validaciju nad njome.
Na kraju, ako je duljina niza istoimenih elemenata jednaka 2, to znaci da od trenutka
brisanja drugi element ima jedinstveno ime. PosluZitelj oznacava ime druge sekvence
jedinstvenim te pokreée validaciju nad njome. Po povratku na klijenta, ako je duljina
niza bila jednaka 2, micu se poruke upozorenja druge sekvence.

Validacija pojedine sekvence na posluZzitelju postoji kako bi se svi podaci dane sek-
vence provjerili jesu li uneseni i jesu li u dozvoljenom obliku kako bi se jednostavnom
provjerom zastavice ’OK’ moglo ustvrditi moze li dana sekvenca biti proslijedena u

cjevovod. Prilikom validacije dogadaju se sljedece provjere:

— je li sekvenca joS aktivna?

— je li uneseno ime jedinstveno? Ako nije, iznimno dozvoli za sluc¢aj u kojem ime

nije uneseno, a postoji ime u FASTA zaglavlju unesene sekvence.

— je li unesena sekvenca?

Jednom kad korisnik pritisne bilo koju od tipki za nastavak, bilo da je to Proceed
ili Modify exchangeable nodes, pretpostavlja se da su svi podaci ve¢ spremljeni na
posluZitelju. Pritiskom na tipku pozvat Ce se submit alternativne forme koja je vezana
za provjeru validnosti podataka. Forma je takoder vezana za svoj iframe za slucaj da svi
podaci nisu spremni za pokretanje cjevovoda. iframe je ovdje potreban kako se ne bi
izgubili svi podaci koje je korisnik unio. PosluZitelj ovdje samo provjerava izraCunatu
validnost podataka te vraca tijelo javascript poziva kojim se ispisuje ispravna poruka o

gresSci ili kojim se izvodi submit konac¢ne forme za nastavak izvodenja.
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8. Izvodenje i rezultati

Orthobalancer je javno dostupan na URL-u http://orthobalancer.bmad.bii-sg.
org.

Pocetna stranica je prikzana na slici 8.1. Pri vrhu su smjeSteni HTML elementi ko-
jima korisnik moZe urpavljati aplikacijom. Za odabir nacina unosa FASTA sekvence
pojedinog paraloga postoje radio gumbi (engl. radio buttons) za rucni upis, odnosno
za zalijepiti sekvencu (engl. paste sequence) te za upload datoteke, a sama se sekvenca
dodaje pritiskom na gumb Add sequence. Svaku sekvencu je moguce i naknadno uk-
loniti pritiskom na gumb Remove uz pojedinu sekvencu. S lijeve strane se nalaze

jednostavne upute za koriStenje.

= ste s

@ upload fasta file
Add sequence | Choose e value for blast

Protein name: CAL1

Protein sequence in FASTA format:

>sp|P51911|CNNL _HUMAN Calponin-1 OS=Homo sapiens GN=CNIN1
PE=1 SV=1

MSSAHFNRGPAYGLSAEVENKLAQKYDHQREQELREWIEGVTGRRIGNNFMDGLEDGTIL o
CEF INKLQPGSVKKINESTONVHQLENTGNF TKAT TEYGVKPHD IFEANDLF ENTNHTQV |

Remove

Protein name: COF1

Protein sequence in FASTA format:

>3p|PI3528|COFL HUMAN Cofilin-1 O5=Homo sapiens GN=CFLl PE=1
5V=3

MASGVAVSDGVIEVFNDMEVEES STPEEVEERKEAVLFCLSEDEFN T ILEEGEE ILVGDV | &
GOTVDDPYATFVEMLFDEDCRYALYDATYETKESKKEDLVF IFWAPESAPLESEMITASS |

Remove

Proceed | Modify exchangeable nodes

OrthoBalancer @ EPSF group. BIl

This ad is supporting your extension Send wsing Gmail More info | Privacy Policy | Hide on this page

Slika 8.1: Izgled pocCetne stranice Orthobalancera

Sukladno s ograni¢enjima opisanim u odjeljku 7.1, aplikacija je sposobna dojaviti
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Iplease upload everything corectly |
Iype of protein input:
) paste sequence

@ upload fasta file
Add sequence | Choose e value for blast

Praotein name:

Protein sequence in FASTA f-:-rmat:lthis sequence contains a residuum that is not an amino a-:i-:ll

rzaglavlje

Remaove
Protein name] a more than one protein has this name
Protein sequence in FASTA format:

=zaglavlie
AT

Remaove
Protein name:| a more than one protein has this name
File with protein in FASTA format:

Choose File | Mo file chosen

Remaove
Modify exchangeable nodes

Slika 8.2: PonaSanje pocetne stranice Orthobalancera

razne greske. Dojave greSaka oznacene su na slici 8.2. Narancastim okvirima oznacena
je greSka jedinstvenih imena. PogreSan unos FASTA sekvence oznaCen je crvenim
okvirima. Ukoliko se pokuSa pokrenuti pretraga dok su podaci pogresni, pojavit ¢e se
upozorenje na vrhu $to je oznaceno plavim okvirima.

Ukoliko korisnik Zeli modificirati skup zamjenskih ¢vorova, umjesto pritiska na
gumb Proceed, §to odmah zapocinje pretragu, korisnik moZe pritisnuti gumb Modify
exchangeable nodes na pocetnoj stranici. Time se otvara stranica za modificiranje
zamjenskih ¢vorova prikazana na slici 8.3. U podrucju za unos teksta svaki redak sadrzi
pojedini zamjenski ¢vor. Prilikom otvaranja navedene stranice u podrucju se nalazi
predloZeni skup ¢vorova koji se koristi 1 u pretrazi bez korisnikovog modificiranja. Za
koriStenje funkcionalnosti podrZane ovom stranicom preporucuje se bolje poznavanje
NCBI-jeve taksonomske baze.

Orthobalancer za vrijeme svog rada komunicira s prilicno velikim bazama te vri-
jeme izvodenja moZe potrajati nekoliko minuta. Kako je takvo ponaSanje ocekivano,
status izvodenja se prikazuje na stranici prikazanoj na slici 8.4.

Zavrsna stranica prikazana je na slici 8.5. Na vrhu su poveznice za preuzimanje
izlaznih datoteka, a ispod njih se nalazi tablica balansiranih vrsta. Tablica i datoteke

su detaljnije objaSnjeni u odjeljku 3.5.
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ANCER

ORTHO ®M g

In the text form are the default
exchangeable nodes
Manipulating nodes works like
editing a text file

To add wanted nodes, type the
scientific name to the new line in
the textarea

To remove unwanted nodes, delete
their lines

Every node should be in separate
line

To start the execution press the
button "Proceed to execution”

Fungi

Hexapoda

Nematoda

Mammalia

Sauropsida

Aotinopterygii

Dipnoi

Chondrichthyes
Coelacanthimorpha

Amphibia

Actinchacteria

Aeuificaes

Armat imonadetes
Bacteroidetes/Chlorobhi group
Caldiserica
Chlamydiae/Verrucomicrobia group
Chloroflexi

Chrysiogenetes

Cyanchacteria
Deferribacteres
Deinococcus-Thermus
Dictyoglomi

Elusimicrobia
Fibrobacteres/Acidobacteria group
Firmicutes

4

i

Proceed

Slika 8.3: Stranica za modificiranje zamjenskih ¢vorova

ORTHO BN

Application is processing your
query

Please wait - it might take few
minutes

WCER

Running:

entered the pipeline
running BLAST against NCEBI's nr database with CALT as query
extracting sequences from MCBl's nr database

running BLAST against NCBI's nr database with CAL2 as query
extracting sequences from MCEl's nr database

deciding on common orthologues
finding taxonomy names and preparing queries for taxonomy tree
constructing taxonomy tree
finding common nodes

Slika 8.4: Stranica koja prikazuje tijek izvodenja
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Clutput data

[
[

R
AN
ORTHO B g

AL1 orthologues fasta file
AL2 orthologues fasta file

ed output: orthologues fasta files

all files gathered during execution (including alignments: zipped)

The results will be availible to download on this link:

http:/farthobalancer. bmad. bii.a-star.edu. sgfoutput/2012_06_27 _03_02_04_638907
Excr:]a';:lgeesahle Balanced node CAL1 CAL2

Monodelphis domestica Monodelphis domestica Maonodelphis domestica
Canis lupus familiaris Canis lupus familiaris Canis lupus familiaris
Ailuropoda melanoleuca Ailuropoda melanoleuca Ailuropoda melanoleuca
Bos taurus Bos taurus Bos taurus
Sus scrofa Sus scrofa Sus scrofa

Mammalia Callithrix jacchus Callithrix jacchus Callithrix jacchus
Macaca mulatta Macaca mulatta Macaca mulatta
Pan troglodytes Pan troglodytes Pan troglodytes
Homo sapiens Homo sapiens Homo sapiens
Pongo abeli Pongo abeli Pongo abelii
Mus musculus Mus musculus Mus musculus
Gallus gallus Gallus gallus Gallus gallus

Sauropsida Phasianidae Coturnix coturnix Meleagris gallopavo
Taeniopygia guttata Taeniopygia guttata Taeniopygia guttata
Salmo salar Salmo salar Salmo salar
Percomorpha Sparus aurata Tetraodon nigroviridis

Actinopterygii Danio rerio Danio rerio Danio rerio
Ancestral node unbalanced

Percomorpha Epinephelus coioides
Percomorpha Dicentrarchus labrax
Xenopus (Silurana) Xenopus (Silurana) Xenopus (Silurana)

Amphibia tropicalis tropicalis tropicalis

Xenopus laevis

Xenopus laevis

Xenopus lasvis

unclassifiable homologues

synthetic construct

Schistosoma japonicum

Schistosoma mansoni

Daphnia pulex

Branchiostoma belcheri

Slika 8.5: Izlazna stranica
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9. Zakljucak

Orthobalancer nudi jedinstven 1 izravan nacin odabira skupova ortolognih proteinskih
sekvenci iz bliskih taksonomskih grana. Aplikacija prima nekoliko paralognih protein-
skih sekvenci, a vraéa skup ortologa za svaki paralog uz informaciju koliko je pojedini
ortolog evolucijski udaljen od ortologa iz skupova ostalih paraloga.

Aplikacija je izradena kao mreZna aplikacija te je dostupna na URL-u http://
orthobalancer.bmad.bii-sg.org. Mrezna aplikacija izradena je robusno, a unose-
nje podataka dinamicki je prilagodivo potrebama korisnika.

Aplikacija u pozadini radi na razini vrsta i1 taksonomske hijerarhije umjesto na ra-
zini proteinskih sekvenci. Iako takav pristup nema garanciju da su pronadene sekvence
doista ortologne, prednost nad konvencionalnim metodama jest u tome $to je pokriven
znatno veci broj proteina i vrsta. Klasi¢ne metode rade samo na potpuno sekvencira-
nim genomima kakvih je opéenito malo, ograniceni su u glavnom na kraljeZnjake, a
sekvenciranje cijelog genoma je sklono pogreskama. Orthobalancer doprinosi kreira-
nju potrebnih balansiranih skupova sekvenci za organizme za koje potpun genom nije
poznat.

Za daljnje istraZivanje, ideja zajednickog podskupa vrsta medu vrstama usporedive

taksonomske Sirine bi se mogla probati primijeniti za drugacije namjene.

29



LLITERATURA

[1]

[6]

[7]

S.F. Altschul, T.L. Madden, A.A. Schiffer, J. Zhang, Z. Zhang, W. Miller, i D.J.
Lipman. Gapped blast and psi-blast: a new generation of protein database search
programs. Nucleic acids research, 25(17):3389-3402, 1997.

A. D. Baxevanis i B. F. F. Ouellette. Bioinformatics: A Practical Guide to
the Analysis of Genes and Proteins. John Wiley & Sons, Inc., 2002. ISBN
9780471223924,

K. Bharatham, Z.H. Zhang, i I. Mihalek. Determinants, discriminants, conser-
ved residues-a heuristic approach to detection of functional divergence in protein
families. PLoS ONE, 6(9):e24382, 2011.

P. J. Eby. Pep333 — python web server gateway interface v1.0, Prosinac 2003.
URL http://www.python.org/dev/peps/pep-0333/.

P. Flicek, M.R. Amode, D. Barrell, K. Beal, S. Brent, Y. Chen, P. Clapham, G. Co-
ates, S. Fairley, S. Fitzgerald, et al. Ensembl 2011. Nucleic Acids Res., 39:D800—
806, 2011.

K. Katoh, K. Kuma, H. Toh, i T. Miyata. Mafft version 5: improvement in accuracy

of multiple sequence alignment. Nucleic Acids Res., 33:511-518, 2005.

E. V. Koonin i M. Y. Galperin. Sequence - evolution - function: Computational
approaches in comparative genomics; chapter 2, evolutionary concept in gene-
tics and genomics, 2003. URL http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/
NBK20255/.

K. D. Smith. Pep318 — decorators for functions and methods, Lipanj 2003. URL
http://www.python.org/dev/peps/pep-0318/.

R.L. Tatusov, E.V. Koonin, i D.J. Lipman. A genomic perspective on protein fa-
milies. Science, 278(5338):631, 1997.

30



Orthobalancer: aplikacija za kreiranje skupova bioloskih vrsta usporedive

taksonomske Sirine

Sazetak

OrthoBalancer mreZna aplikacija za ulaz uzima skup od n bona fide paralognih —
sli¢nih, ali kodiranih razli¢itim genom — proteinskih sekvenci iz iste vrste. Za svaki
noj bazi podataka. U jezgri aplikacije je modul koji koristi taksonomsko stablo Zivog
svijeta kako bi pronaSao zajednicki podskup n skupova vrsta, ali ipak dozvoljavajuéi
razinu neizrazitosti ili ,,zamjenjivosti” srodnih vrsta. Stupanj zamjenjivosti, odnosno
razina u taksonomskom stablu ispod koje bilo koja vrsta moZe posluZiti kao reprezen-

tant pripadajuéeg podstabla, se moZe podesiti od strane korisnika.

Kljucne rijeci: homologija, taksonomsko stablo Zivog svijeta, FASTA, neredundantna

baza, mreZzna aplikacija, Python, jQuery, AJAX

Orthobalancer: web application for creation of taxonomically balanced sets of

orthologous protein sequences

Abstract

OrthoBalancer web application takes as an input a set of n bona fide paralogous —
similar, but encoded by a different gene — protein sequences from the same species.
For each of the paralogues, the application returns the set of the most similar proteins
from other species present in the underlying database. At its core is a module that
uses taxonomic tree to find a common subset of n sets of species, while allowing some
fuzziness or “exchangeability” of related species. The degree of exchangeability, that
is, the level in the taxonomic tree below which any species can serve as a representative

of the branch, can be modified by the user.

Keywords: homology, taxonomy tree, FASTA, nonredundant database, web applica-
tion, Python, jQuery, AJAX



