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Abstrakt

V genéme eukaryotickych organizmov sa vyskytuji zhluky génov, ¢o st sekvencie DNA| v
ktorych sa opakuja kisky sekvencii iba s malymi zmenami. Existujice programy na anotaciu
génov, ako napriklad Exonerate, ktory vytvara anotaciu pomocou proteinovych zarovnani,
nefunguju na tychto asekoch DNA s dobrymi vysledkami.

V na8ej praci pouzivame program Exonerate na vytvorenie predbeznej anotacie obsahu-
jicej mnozstvo zméatocnych transkriptov, ktorti potom upravujeme novovytvorenym algorit-
mom.

Problém anotécie sme transformovali na tlohu z teoérie grafov, ktord sme riesili heuristik-
ou. Vysledky algoritmu sme testovali pri pouziti roznych vstupnych parametrov na zhlukoch
génov AMY a PRAME na DNA sekvenciach z makaka a ¢loveka.

N4s algoritmus splnil oc¢akavania a podstatne vylepsil vystup programu Exonerate, ktory

teraz zmysluplne anotuje aj sekvenciu obsahujicu zhluky génov.

Krluacéové slova: anotéacia, zarovnanie, gén, gendém



Abstrakt

In genome of eukaryotes are found clusters of genes, that are DNA segments in which parts
of sequences with only minor modifications repeat. Existing programs for genes annotation,
such as Exonerate(which creates an annotation using protein alignment) do not return correct
results on these segments of DNA.

In our thesis we use the program Exonerate to create preliminary annotation containing
many confounding transcripts, which are altered by our algorithm.

We transformed the annotation problem to graph theory problem, which we solve using
heuristics. We tested results of our algorithm using different input parameters for the AMY
and PRAME gene clusters situated on DNA sequences from macaques and humans.

Our algorithm has fulfilled expectations and significantly improved output of Exonerate,

which is now usefull in annotation of sequences containing clusters of genes.

Key words: annotation, alignment, gene, genome
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Uvod

Najnovsie technologie sekvenovania DNA produkujua stale vi¢sie mnozstvo biologickych dat —
DNA sekvencii najroznejsich organizmov. Nevyhnutnym krokom pri skimani tychto sekven-
cii je anotécia, teda urcenie polohy a struktiry génov, ktoré sa v tejto sekvencii nachadzaj.

Obzvlast naroc¢na je tato dloha v tsekoch, v ktorych pocas evolucie doslo k zdupliko-
vaniu niektorych casti. Takto vznikaji zhluky génov, ¢o su tseky, v ktorych sa vyskytuja
gény vo viacerych kopiach, ktoré sa navzajom odlisuju iba niekolkymi muticiami. V tejto
praci sa zaoberame anotaciou tychto zhlukov génov za pomoci zarovnania DNA sekvencie zo
znamymi proteinmi. Zakladom naSej prace je pouzitie programu Exonerate, ktory vsak na
tychto tazkych sekvenciach nepracuje optiméalne. Hlavnym prinosom tejto préace je sformulo-
vanie problému anotacie, za pomoci vystupov programu Exonerate, ako dobre definovaného
problému na $pecidlne zostavenom grafe. Tento problém riesime heuristickym algoritmom,
ktorého funkénost ukidzeme na redlnych datach zhlukov génov v genémoch ¢loveka a makaka.

V prvej kapitole vysvetlime kl'a¢ové biologické a informatické pojmy ako DNA, gén (a
jeho Struktara), protein, proteosynéza, anotacia, zarovnanie. Sucastou kapitoly je aj popis
fungovania programu Exonerate. V druhej kapitole popiSeme ¢o st to zhluky génov a aké
problémy ma program Exonerate na takychto tisekoch. V nasledujtcich kapitolach budeme
pracovat na vlastnom rieSeni problému. V samostatnej kapitole popiSeme nami zvolenu
reprezentaciu zhluku génov grafom. V dalsej kapitole formalizujeme problém a navrhneme
algoritmus rieSiaci tento problém. V poslednej kapitole zhodnotime nasu tspe$nost pri rieseni

problému na skuto¢nych datach.



Kapitola 1

Anotacia génov pomocou proteinovych
zarovnani

1.1 Zakladné pojmy

Geneticka informacia organizmu je ulozena v niekolkych molekulach DNA (deoxiribonuk-
leova kyselina). DNA sa sklad4d z refazca nukleotidov, pricom kazdy je vlastne jednou
zo Styroch dusikatyych baz: adenin, guanin, cytozin a tymin. V DNA je mozné aj urcit
smer retazca. Konce refazca DNA sa nazyvaja 5 koniec a 3’ koniec, potom smer od 5’
konca do 3’ konca nazveme kladnym a opac¢ny zapornym. DNA sa v bunke nachadza vo
forme dvoj-zavitnice, kde st dva retazce DNA k sebe naviazané v opa¢nom smere a adenin
v jednom vlakne sa péaruje s tyminom z druhého vldkna a guanin s citozinom:.

Pre nase ucely sa mozeme na DNA pozerat ako na slovo nad Stvor-pismenovou abecedou
Yp={ACG,T}

RNA (ribonukleova kyselina) je podobna molekula ako DNA| ktora sa podiela na spracovani
informécie z DNA. Refazec RNA ma4 jedno vldkno, inti chemickt $trukttru a namiesto tyminu
uracil.

Usek DNA kédujuci biologicky produkt, najcastejsie protein, na nazyva gén. Protein
(bielkovina) je zakladnou stavebnou a funkénou jednotkou buniek, a tvori priblizne 37%

organickych latok bunky. Protein je refazec aminokyselin, priCom na stavbe proteinu sa
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Obrazok 1.1: Zjednoduseny priklad syntézy proteinu z génu.
podiela 20 aminokyselin. Podobne protein budeme reprezentovat ako slovo nad abecedou
EP:{A‘7O?D7E7F7G7H7I7K7LJM7N7P7Q’R7S7T7‘/JM/7Y}

Medzi tsekmi kodujtacimi proteiny — génmi sa nachédzaji medzi-génové useky. Protein sa
z génu vytvori zlozitym biochemickym procesom — proteosyntézou, ta pozostdva z dvoch
faz: transkripcie a transldcie. Pocas transkripcie sa najskor informéacia z DNA prepiSe do
pre-mRNA. V tejto faze sa vystrihni niektoré nekodujtice useky — intrény ktoré sa dalej
nepodielaji na tvorbe proteinu. Intron je ohrani¢eny dvojicou sekvencii donor a akcep-
tor. Nevystrihnuté sekvencie sa nazyvaji exony a st koédujice, s vynimkou prvého exénu
ktory obsahuje nekodujicu sekvenciu (5° UTR) a posledného ktory tiez obsahuje nekodu-
jucu sekvenciu (3> UTR). Vysledna mRNA obsahuje vSetky exony. Pri translacii sa podla
mRNA syntetizuje samotny protein. Kazda aminokyselinu proteinu koéduje trojica baz —
kodoén. Moznych trojic baz je viac ako aminokyselin, takze nie kazd4 trojica kéduje aminoky-
selinu. Vac¢sina aminokyselin je kodovana viacerymi sposobmi. TaktieZ existuji Specidlne
stop kodony, signalizujice koniec kodujiceho tseku, a $tart kodéon ktory sa nachadza na

zaciatku kodujiceho tseku, ktory taktiez kéduje aminokyselinu metionin.



1.2 Anotacia a zarovnanie

Medzi kIi¢ové problémy, ktoré bioinformatika riesi, patri anotacia a zarovnanie.

Anotacia znamend priradenie biologického vyznamu neznamej DNA sekvencii, ¢ize od-
poveda na otazku, kde sa v DNA nachadzaju gény. Formalne ide o priradenie kazdej béze
vstupnej sekvencie prvok z mnoziny biologickych vyznamov. V tejto mnozine sa nachadza
napriklad gén, medzigénovy usek, exon, intron a podobne. KedZe napriklad ¢o je gén a ¢o
nie je sa neda jednoznacne definovat, musime si dodefinovat pravdepodobnostny model ktory
nam pomoze definovat ulohu. Ako model sa ¢asto pouziva HMM (skryty markovov model),
podobny konednym automatom, ktory v kazdom stave s ur¢itou pravdepodobnostou prejde
do iného stavu, a s ur¢itou pravdepodobnostou emituje znak zo svojej pracovnej abecedy.
Potom tloha najpravdepodobnejsej anotacie sekvencie sa formuluje ako: aka je najpravde-
podobnejSia postupnost stavov, ktord emitovala tito sekvenciu? Samotné tloha sa dalej
riesi napriklad Viterbiho algoritmom [7], ktory je zaloZeny na dynamickom programovani.
V pripade Ze pozname aky protein je kddovany v DNA sekvencii a chceme najst ako presne,
mozeme pouzit zarovnanie proteinu ku genému.

Zarovnanie je sparovanie dvoch (alebo viacerych) sekvencii tak aby k sebe “pasovali‘.
Teda vlozime medzery tak aby bolo vela rovnakych baz na rovnakom mieste a ¢o najmenej
medzier. Aby sme tlohu formalizovali tak zavedieme skérovanie, ktoré nam uda ako dobre k
sebe zarovnané sekvencie “pasuju‘, a budeme sa teda snazit najst zarovnanie s maximalnym
skore. Napriklad jednoduché skérovanie moze byt za zhodni dvojicu baz +1, za nezhodni
—1, za medzeru —1. ZlozitejSie skorovanie je afinne skérovanie medzier: viacej medzier po
sebe pravdepodobne spolu suvisi, preto zavedieme penéle za za¢atie medzery o a o predlzenie
medzery e, tym pddom moézeme umoznit aj existenciu dlhych medzier v najlepSom zarov-
nani. Samozrejme modely skorovania mozu byt daleko zloZitejSie. Zarovnanie moze byt
lokalne alebo globalne. Pri globalnom zarovnani sa snazime zarovnat celé vstupné sekvencie
k sebe, tak aby vysledné zarovnanie malo maximéalne skore. Pri lokdlnom zarovnani hladame
zarovnanie podsekvencii vstupnych sekvencii s maximalnym skore.

Problém lokilneho aj globalneho zarovnania sa riesi dynamickym programovanim. V pri-



Obrazok 1.2: Priklad globalneho zarovnania sekvencii ACTGACCTG a ATTGTGAATG.
Zarovnanie ma skore 1 podla skérovania: zhoda +1, nezhoda —1, medzera —1.

pade globalneho zarovnania ide o Needleman-Wunchov algoritmus, v pripade lokalneho
zarovnania sa pouziva jeho modifikicia Smith-Waretmanov algoritmus. Velkou nevyhodou
tychto algoritmov je ich ¢asova a pamifova zlozitost O(mn), kde m, n su dlzky vstupnych
sekvencii. V praxi je pre pouzitie tychto algoritmov kvoli narokom problematické, najma ak
ide o zarovnania dlhych sekvencii. Preto sa pouzivaji heuristické metody ktoré nezarucuji
optimalny vysledok, ale maju podstatne mensie pamétové a ¢asové naroky. V tychto heuri-
stickych metodach je snaha pouzit dynamické programovanie na ¢o najmensie oblasti. Jeden

z programov ktory pouziva heuristické metody je Exonerate.

1.3 Exonerate

V tejto praci nas zaujima anotacia ¢asti DNA pomocou znamych sekvencii proteinov. Pro-
teiny nemusia byt z toho istého organizmu. Na tento ucel pouzivame program Exonerate [6].

Exonerate zarovnava dany protein k DNA sekvencii. Vstupni DNA sekvenciu nazveme
databaza (target), a vstupny protein dotaz (query). Ciefom programu je najst na ktorych
miestach je v DNA sekvencii zakoédovany vstupny protein. Program urcuje aj presné hranice
intronov a exénov, ¢im vlastne vytvara anotéciu danej sekvencie.

Exonerate podporuje pouzitie roznych modelov modelujicich zarovnanie. Modelov bez
moznosti medzier, modelu afinného skorovania medzier a aj zlozité modely podobné kone¢nym
automatom, ktoré odzrkadluju biologicku Struktiaru génu. Tieto zlozitejSie modely v kaz-
dom svojom stave emituju jeden stipec znakov zo zarovnania. Prechody medzi stavini a aj
emisie maju urc¢eni pravdepodobnost. Skore zarovnania je potom pravdepodobnost s akou
toto zarovnanie model vygeneruje. Jeden z takychto modelov, ktory Exonerate pouziva je

zobrazeny na obrazku 1.3. KedZe protein moze byt vo vstupnej DNA sekvencii zakodovany



v oboch smeroch, je model zlozeny z dvoch casti, jednej pre kazdy smer. Stavy zhoda, vloz,
zmaz modeluju exon ktory je v dotaze a v databdze velmi podobny. Stav intréon modelu-
je velki medzeru v databaze (intron). Stavy donor a akceptor modeluji prechody medzi
exénom a intrénom.

Tento model by sme mohli pouzit na najdenie zarovnania, ktoré ma najvyssie skore podla
tohto modelu. Postupovali by sme tak, Ze by sme dynamickym programovanim vypliiali celt
maticu A rozmerov m x n, kde m a n st dlzky databazy a dotazu. Politko A[i, j] predstavuje
najlepsie zarovnanie prvych ¢ a j znakov. Casova aj priestorova zlozitost tohto dynamického
programovania je O(mn), ¢o je pre praktické ucely nevyhovujice. Program Exonerate preto
pouziva heuristicky algoritmus, ktory ale negarantuje néjdenie najlepsieho rieSenia. Snahou
bude aplikovat ¢asovo naroéné dynamické programovanie na ¢o najmensie ¢asti matice.

Program funguje v dvoch fazach, v prvej faze sa uréia jadra zobrazenia (HSP) ¢o st
zarovnania kratkej dizky s vysokym skore, v druhej fazy sa HSP spoja pomocou dynamického
programovania. Samotny algoritmus dynamického programovania sa odvodi od skorovacieho
modelu.

Pri tvorbe HSP sa najskor vytvori zoznam k-tic z dotazu ktoré sa porovnavaja s k-ticamy
7 databazy, a tie zarovnania ktoré vyhoveji sa po oboch stranach rozgiruji, kym sttpa skore.

ZaujimavejSou ¢astou je spajanie HSP do vysledného zarovnania. Ako prvé sa uréia tseky
(SAR) na ktoré sa pouzije dynamické programovanie. SAR sa vytvori na zaciatku a konci
kazdého HSP, taktiez v pripade blizkych HSP sa na ich hranici vytvori spoloény SAR. Vz-
dialené HSP medzi ktorymi je velkd medzera, potencidlne reprezentujicej intron, sa taktiez
prepoja. Aby sa dynamické programovanie sa neaplikovalo na vSetky SAR, aplikuje sa iba na
najperspektivnejsie SAR, na tento ucel sa pouzije BSDP (Bounded Spare Dynamic Program-
ing). BSDP funguje na principe niekol'kych prioritnych frontov. Pre kazdy SAR sa vypocita
maximalne mozné skore. Pre kazdy HSP sa zostavi prioritny front obsahujici vietky SAR
a ich maxima, ktoré v iom koncia. A taktiez sa zostavi globalny prioritny front obsahujtici
maxima s ostatnych frontov. V priebehu algoritmu sa vzdy najde najperspektivnejsi SAR na

ktory sa aplikuje dynamické programovanie a povodné maximalne mozné skoére sa nahradi



skutoénym. Akonahle maximélna hodnota vo fronte je uz skuto¢né, t.j. vSetky maximéalne
mozné skore sit mensie, je pouzité zarovnanie prislichajice tejto hodnote. Algoritmus kond¢i
akondahle celkové zarovnanie neobsahuje Ziadnu nevypocitani hodnotu. Vysledok BSDP je
rovnaky ako keby sa dynamické programovanie pouzilo na vsetky oblasti.

Program Exonerate automaticky generuje rozne algoritmy dynamického programovania
pre rozne typy SAR. Aby sme mohli toto zabezpe¢it musime pévodny model zarovnania
rozdelit na ¢asti zodpovedajice jednotlivym SAR. V povodnom modeli sa urcia portal-stavy
ktoré reprezentuji zarovnanie v rdmci HSP, a span-stavy ktoré reprezentuji dlhé medzery
znamenajice intron. S poévodného modelu zarovnania sa vytvori heuristicky model v ktorom
st iba zaciato¢ny stav, koncovy stav, portal-stavy a span-stavy. V tomto heuristickom modeli
kazdy prechod medzi stavmi zodpoveda jednému z odvodenych modelov tak, aby vystihoval
povodny model s ktorého bol vytvoreny. Kazdy odvodeny model, teda prechod medzi portal
a span stavmi, potom popisuje jeden typ SAR. Tento odvodeny model sa pouzije pri vypocte
zarovnania SAR dynamickym programovanim. Jeden z moznych modelov zarovnania a tak-

tiez jeho prevod na heuristicky model popiSeme na obrazku 1.3.
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Obrazok 1.3: Povodny model obsahuje stavy na modelovanie exénov, intrénov, a prechodov
medzi nimi.

Model zarovania obsahuje portal-stav zhoda, ktory modeluje zhodné tseky exoéonu, ¢o si
vlastne HSP. Span-stav intréon modeluje dlhé medzery medzi HSP. kazdy z prechodov v
odvodenom heuristickom modeli modeluje typ SAR ktory spaja tieto oblasti. Oznacenie
prechodov koreSponduje s oznacenim SAR na obrazku 1.5
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Obrézok 1.4: Priklad fungovania BSDP. Mame dva SAR A—B a A—C a prioritny front pre
HSP A. Ked sa vypocita skuto¢na hodnota skore pre SAR A—B, ktora je vyssia ako horny
odhad pre A—C, tak skore pre SAR A—C sa vobec nebude pocitat.
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Obrazok 1.5: Obrazok ukazuje rozne druhy SAR, na ktoré sa bude aplikovat dynamické
programovanie. A je SAR na zaciatku HSP, D spaja dva blizke HSP, B a C st prepojené,
lebo tato medzera moze predstavovat intron. E sa nachadza na konci HSP



Kapitola 2

Problémy pri anotaci zhlukov génov

2.1 Zhluky génov

V genéme organizmov sa nachadzaji takzvané zhluky génov' . S to miesta, kde doglo ku
skopirovaniu tseku DNA a duplikicii génov. Samotné kopirovanie je chybou pri niektorych
biologickych procesoch. V pripade, Ze organizmus s touto chybou zostane Zivotaschopny,
moze sa chyba zachovat. Zhluky génov obsahuju viacero kopii génu, pri¢om tieto kopie
nemusia byt totozné, lebo v priebehu evolicie nastavaju mutacie jednotlivych génov odde-
lene. Zhluky génov tak obsahuji gény kodujice podobné — homologické proteiny s podobnou
funkciou a struktirou. Taktiez mozu obsahovat pseudo-gény, teda uz biologicky nefunkéné
gény.

Zhluky génov tvoria priblizne 5% l'udskej genetickej informéacie. Zaujimavé je, Ze sa ob-
javujua Castejsie u vyvojovo vyssich organizmov. Tieto zhluky sa tiez pouzivaju pri vyskume,

napriklad evoltcie pribuznych druhov.

2.2 Aplikaicia programu Exonerate na zhluky génov

Ak chceme pouzit program Exonerate na zarovnivanie sekvencii ku anotécii zhluku génov,
zarovname viaceré homologické proteiny ku vstupnej sekvencii. AvSak vystupné zarovnania
obsahuju viaceré nadbyto¢né zarovnania. Dalsim problémom je, Ze pre ziskanie zarovnania

vSetkych podobnych génov musime znizit citlivost programu Exonerate, ¢o ma za nésle-

tiez génové klastre (z anglického gene clusters)
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Obrazok 2.1: Na obrazku je zhluk génov PRAME. Modra farba zna¢i zhodu sekvencif vicSiu
ako 98%. Cervend farba zhodu vicsiu ako 92%. Siva zhodu vacsiu ako 73%.

dok vznik dalsich nadbyto¢nych zarovnani. Jednu z moznych pri¢in vzniku nadbyto¢nych
zarovnani popisuje obrazok 2.2.
Vystup z programu Exonerate obsahuje aj mnozstvo kopii exénov alebo aj prekryvajice

sa exoOny, pricom tieto exény pochédzaji zo zarovnani inych proteinov k tej istej sekvencii.
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Obrézok 2.2: Na tomto priklade vidime jednu z moznosti vzniku nadbyto¢ného zarovnania.
V tomto pripade sa cely medzigénovy tsek spolu s ¢astami génu interpretuje ako intron.
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Obrazok 2.3: Na obrazku je Tudsky zhluk génov PRAME zarovnany s proteinmi pomocou
programu Exonerate. Vidime mnozstvo evidentne nespravnych zarovnani. Obrazok bol
vygenerovany programom Mikroskop[1]
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Kapitola 3

Reprezentacia anotacie pomocou grafu

V predchéidzajicej kapitole sme videli, ze aplikacia programu Exonerate na sekvencie obsahu-
juce zhluky génov nema dobré vysledky. V tejto kapitole popiSeme reprezentdciu mnoziny
zarovnani pomocou grafu, ktorda nam umozni definovat tlohu anotacie zhluku génov, ako
tlohu na tomto grafe. Tato reprezentacia sa podobéa na takzvané splicing grafy[5|. Exony
budi v nasom grafe reprezentované vrcholmi, a intréony hranami orientovanymi v smere
zarovnania.

Kazdy exo6n je reprezentovany struktirou
e = (target, from, to)

kde target je DNA sekvencia z ktorej pochadza, from a to s siradnice zaciatku a konca
exonu. AvSak povodnd mnozina exéonov K’ obsahuje exony, ktoré sa prekryvaju. Preto ako
prvé rozdelime jednotlivé exény na casti tak, aby novd mnozina exénov K obsahujica tieto
Casti, neobsahovala ¢iasto¢ne prekryvajice sa exony, aby sa kazdy exon z mnoziny K’ dal
zlozit z niekolkych exénov z moziny K a aby mnoZina K bola minimalna. Pri operacii
rozdelenia exénu vytvorime e-nova hranu, ktord novovytvorené exoény spoji. Mnozinu e-
novych hran oznac¢ime V..

Taktiez zadefinujeme podmnozinu K, C K exénov kdédujicich zaciatok proteinu a podm-
nozinu K; C K ex6nov kodujicich koniec proteinu.

Intréon reprezentujeme pomocou struktiry
i = (target, from, to, e;, ez)

13



kde target, from , to st zadefinované rovnako, ako pri exéne, a e, e, € K st exony, ktoré
spaja dany intréon v povodnom zarovnani. Mnozinu vSetkych intrénov nazveme N.

Teda mozeme zadefinovat ohodnoteny orientovany graf G = (V, E, h), kde V. = K U {s, t}
E ={(e1,e2) € V. x V|3, fr,to: (t, fr,to,e1,e2) € N} UN.U ({s} x Ks) U (K; x {t})

a h: E — R} je ohodnotenie hran. V tomto grafe je hranou reprezentovany kazdy intron
alebo e-nova hrana, a navySe hrany vedd aj z pociato¢ného vrcholu s do vSetkych exonov
zaCinajucich zarovnanie, a podobne zo vSetkych exénov konciacich zarovnanie vedie hrana
do koncového vrcholu ¢. Pouzité ohodnotenie hran h sa sklada z ¢iastkovych ohodnoteni

vrcholov(exénov) h, a hran(intronov) h.. Teda
(Vi = (tar, f,t,e1,€2) € N : h(e1, €2) = ahe(1) + achy(e2)

V(er,e2) € Ne: h(er, ea) = achy(e2)
Ve € N : h(s,e) = achv(e) Ah(e,t) =0

kde a.,a; st vahovacie koeficienty. Docielili sme, Ze cena kazdej s-t cesty je linedrnou
kombinéciou cien hran a vrcholov na nej leziacich.

V&imnime si, ze kazdému vstupnému zarovnaniu zodpovedd v nasom grafe jedna s-t
cesta, av8ak graf obsahuje aj d'alSie cesty. ktoré vznikli ako kombinacia vstupnych zarovnani.
Obréazok 3.1 popisuje na jednoduchom priklade tvorbu grafu z mnoziny zarovnani. Obrazok
3.2 ukazuje vysledny graf zodpovedajici zhluku génov PRAME.

V dalgej kapitole sa budeme zaoberat tym, ako tento graf pouzijeme na anotéaciu zhlukov

génov.
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Obrézok 3.1: Na obrazku je jednoduchy priklad tvorby grafu z mnoziny zarovnani. Poévodné
exony (prvky mnoziny N') st oznacené pismenami A az F. Cislami 1 az 8 ozna¢ime neprekry-
vajice sa Casti exéonov (prvky mnoziny N’). Pismenami « aZ § oznacime introny. V grafe
spojime hranou tie ¢asti exénov, ktoré boli spojené intrénom, alebo patrili jednému exénu.
Na zaciatok a koniec oboch zarovnani pridame dalsi vrchol.
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Obrézok 3.2: Na obrazku je grafova reprezentacia zhluku génov Prame. Obrazok bol vygen-
erovany programom Graphviz|3].
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Kapitola 4

Anotacia pomocou najkratsich ciest

4.1 Formulicia problému

Predtym, ako formélne definujeme problém najlepSej anotéacie, definujeme najskor neprekry-
vajuce sa s-t cesty v grafe G. Dve s-t cesty u a v st v grafe G navzdjom neprekrijvajice sa, ak
maji rozny parameter target, alebo ak v jednej z ciest je parameter to exénu zodpovedajici
vrcholu pred vrcholom ¢ mensi ako parameter from exénu zodpovedajicemu prvému vrcholu
po vrchole s. Ako reprezentaciu vyslednej anotacie hladame graf H, ktory spliia nasledovné

podmienky:

1. H obsahuje neprekryvajtce sa s-t cesty grafu GG, ktoré maja spolo¢né vrcholy iba s a

t,
2. po pridani Tubovolnej s-t cesty grafu G je porusena podmienka (1),
3. H ma minimalny stcet ohodnotenia vSetkych svojich hran.

Aby nami najdeny graf zodpovedal biologickym oc¢akavaniam, je potrebné zvolit ohodnotenia
hran a vrcholov. Ohodnotenie hran h. sme definovali ako dizku intrénu, a ohodnotenie
vrcholov h, ako pomerné skore pripadajice na dany exon ziskané z programu Exonerate.
Tieto ohodnotenia sa daju vahovat pomocou véhovacich konstant a. a «;. KedZe lepsie
zarovnania majiu v programe Exonerate vicsie skore vahovaci koeficient pre vrcholy a, by mal

byt < 0. Véahovaci koeficient pre hrany «; by mal byt > 0, aby sme uprednostiiovali kratsie

17



zarovnania. Pouzivali sme aj alternativne ohodnotenie hran definované ako logaritmus dlzky

intronu, ktoré ndm umozni l'ahsie identifikovat prilis dlhé introny.

4.2 NajlacnejSia cesta v grafe

V priebehu rieSenia problému budeme riesit ¢iastkova tlohu, ktorou je najdenie najlacnejsej
cesty v ohodnotenom acyklicky orientovanom grafe. Tato uloha sa da riesit v ¢ase O(|V| +
|E|) [2]. V takomto grafe existuje topologické usporiadanie, teda usporiadanie vrcholov grafu
tak, aby hrany viedli iba jednym smerom. V nasom pripade nemusime toto usporiadanie
vytvarat algoritmicky, pretoze mame k dispozicii prirodzené usporiadanie v zavislosti od
siradnic a orientacie exo6nov.

Algoritmus prechadza v jednom smere polom A, v ktorom hodnota A[v] pre vrchol v € V'
predstavuje hodnotu zatial najlacnejSej najdenej cesty z vrcholu vy do vrcholu v. V dalSom
poli Bv] si pamétame, z ktorého vrcholu vedie najlacnejsia cesta do vrcholu v. Pri reprezen-
tacii grafu pomocou mnoziny susedov, prechadza kazdym vrcholom a kazdou hranou max-

imélne raz.

Pseudokod pouzitého algoritmu:

(1) Vo eV Afv] « o0

(2) Alvg] < 0

(3) for V vrcholi v v topologickom usporiadani do

(4) for V hrany (v,u) veduce z vrcholu v do

(5) if Alv] + h(v,u) < AJu] then begin
(6) Alu] — Afv] + h(v,u)

(7) Blu] <« v

(8) end

18



4.3 RieSenie problému pomocou greedy heuristiky

V ramci rieSenia tejto prace sa nam nepodarilo ndjst efektivny exaktny algoritmus na rieSenie
problému néjdenia grafu H s poZzadovanymi vlastnostami. Rozhodli sme sa teda riesit ilohu
pomocou greedy heuristiky, ktora sice negarantuje splnenie bodu (3), ale rie$i problém v
polynomialnej ¢asovej a priestorovej zlozitosti.

Samotny greedy algoritmus spoc¢iva v opakovanom hladani najlacnejsej s-t cesty v grafe
G, po néajdeni cesty tito cestu z grafu G odoberieme (vrcholy s a t ponechame) a pridame
cestu do vysledného grafu H. Tym zabranime viacnadsobnému pouzitiu jedného vrcholu
(exénu). Taktiez z povodného grafu odoberieme vrcholy a hrany, ktoré sa s vybranou s-
t cestou prekryvaju. Tymto sme zabezpecili platnost podmienky (1). V pripade, Ze uZ
7iadne s-t cesty v G neexistuju, algoritmus skon¢i a H obsahuje niekol'ko neprekryvajucich
sa disjunktnych ciest spojenych vrcholmi s a t.

Vysledny algoritmus sme implementovali v programovacom jazyku C. V prvej faze pre-
vedieme vstupnt mnozinu zarovnani ulozeni v GTF 2.2 sibore, ktori vytvoril program
Exonerate, do jej grafovej reprezentacie. V druhej faze aplikujeme na tento graf nas heuri-
sticky algoritmus.

V dalgej kapitole ukdzeme aplikdciu nasho algoritmu na realne data.
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Kapitola 5

Aplikacia na skutocéné data

V tejto kapitole ukdZeme aplikidciu nasho algoritmu na redlne data, konkrétne na zhluky
génov AMY a PRAME v genémoch c¢loveka a mamaka. Algoritmus sme najskor aplikovali s
vahovacimi konstantami o, = —1 (vaha skore exonu) a; = 1 (vaha skore intrénu). Na zhluku
génov PRAME v T'udskom gendme tiez ukazeme, ako sa menili vysledky so zmenou pomerov
vah intréonov a exénov.

V pripade zhluku génov PRAME sme pouzili DNA sekvenciu z Tudského genomu o dlzke
1020015 baz a sekvenciu z genému makaka o dizke 204000 baz. Ako proteiny sme pozili
4 gény z Tudského genoému tak, ako si oanotované v databaze UCSC gendme browser [4].
Pri zhluku génov AMY sme pouzili Tudskt DNA sekvenciu o dizke 220643 baz a sekvenciu
z genomu makaka o dlzke 170013 baz. Pouzivali sme 3 rozne Tudské proteiny, ktoré sa
nachadzaja v UCSC genome browser.

Pocty exénov a zarovnani pred a po aplikacii algoritmu popisuje tabulka 5.1. Graficky
znazornené vstupy a vystupy ndjdeme na obrazkoch 5.1, 5.2, 5.3 a 5.4. Obréazky boli
vytvorené programom Mikroskop [1]. Pre kazdy zhluk a kazdiu DNA sekvenciu mame jeden
obrazok. Z obrazkov je zrejmé, Ze boli vybrané vzdy najkratSie zarovnania. VacSina vystup-
nych zarovnani je zhodnych s niektorym zo vstupnych zarovnani, no najdu sa aj také zarov-
nania, ktoré v povodnej mnozine zarovnani neboli. Jeden z takychto pripadov sa nachidza
na obrazku 5.3. Prvé vystupné zarovnanie sa nenachadza medzi vstupnymi zarovnaniami.
Jedno z vstupnych zarovnani zdiela s tymto novym zarovnanim prvy a posledny exon, avsak

nové zarovnanie pouziva aj exény z iného zarovnania, teda dochadza ku kombinéacii viacerych
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Tabulka 5.1: Tabul'ka sumarizuje vysledky nasho algoritmu pre vahovacie konstanty a, = —1
a ; = 1. Men8i pocet odstranenych zarovnani v zhluku AMY sposobilo, Ze neobsahuje tolko
prekryvajucich sa zarovnani ako PRAME.

Zhluk génov pocet exénov pred | #exbénov po | #zarovnani pred | # zarovnani po
PRAME clovek 84 33 32 7
PRAME mamak 39 26 16 5
PRAME (spolu) 123 59 48 12
AMY clovek 48 41 10 5
AMY makak 30 20 7 3
AMY (spolu) 78 61 17 8

zarovnani. V tomto pripade je mozné, ze ide o gén, ktory vznikol kombinaciou viacerych
netplnych kopii. Dalsi zaujimavy pripad vidime na obrazku 5.1. Zaujima nas konkrétne
tretie vysledné zarovnanie, kde doslo ku kombinécii dvoch réznych zarovnani. V tomto pri-
pade nejde pravdepodobne o kompletny funkény protein, ale asi doslo ku pseudogenizacii
daného génu, ktorti mohla sposobit duplikidcia na nevhodnom mieste. Obréazky 5.2 a 5.4
ukazuju anotacie, ktoré st zaujimavé tym, ze vznikli pomocou proteinov z iného organizmu
(v oboch pripadoch ide 0 DNA sekvencie makaka a Tudské proteiny.)

Obrazok 5.5 a tabulka 5.2 popisuje vplyv vahovacich konstant «, (vaha skore exonu) «;
(vaha skore intronu) na vystup nasho algoritmu (vystupni mnozinu zarovnani). Vplyv vého-
vania sme testovali na l'udskom zhluku génov PRAME, ked'Ze ide o sekvenciu s najzlozitejsou
Strukturou, s ktorou sme pracovali.

Pri pouziti skorovania, kde vysledné skore exénu a intrénu bolo aspon radovo podobné,
dochadzalo len k minimalnym zmenam a vystup algoritmu bol priblizne rovnaky ako na
obrazku 5.3. VyraznejSie zmeny nastali az v pripade, Ze vysledné skore intronu bolo ex-
trémne podhodnotené. Pri testovani vplyvu vahovania sme na$li dve rézne zarovnania na
ktoré mala zmena vihovania vplyv. Prvé zarovnanie ma tri rozne varianty A, B, C. Dalsfm
meniacim sa usekom bolo druhé zarovnanie, ktoré ma dve varianty 0 a 2. V pripade ex-
trémne podhodnoteného skore intronu dochadzalo k va¢sim zmenam (mnoZiny zarovnani D,
E), tieto nas vSak nebudu zaujimat. Vysledné mnoziny zarovnani su pre rozne vihovania

graficky zndzornené na obrazku 5.5.

21



intron - before
exon = — ——— —

intron  __ Al ©) i ~ after
exon

I L R L L

0 50000 100000 150000 200000 250000

Zhluk AMY, DNA sekvencia h18 - ¢lovek

Obrézok 5.1: Na obrazku je vystup nasho programu pre zhluk AMY na DNA sekvencii hgl8,
ktora pochidza od ¢loveka. Na obrazku kazdé ¢iara reprezentuje zarovnanie proteinu k DNA
sekvencii. o, = —laqa; =1

Varianty prvého zarovnania A, B, C menia iba vnatornua Struktiru zarovnania, zaciato¢ny
a koncovy exon zostava nezmeneny. Vysledné zarovnanie je pospajané z viacerych casti,
pricom kazdé cast patri inému zarovnaniu. Preto, ako sa meni vahovanie, tak sa meni skore
pre jednotlivé ¢asti, ktoré sa inym spdsobom skombinuji do vysledného zarovnania. VSetky
tri varianty A, B, C s pre nas vyhovujice a nevieme z dostupnych informécii zistit, ktory
je biologicky spravnejsi.

V pripade druhého zarovnania nastava variant 0 alebo 2. Variant druhého vystupného
zarovnania 0 zodpoveda jednému zo vstupnych zarovnani. Jeho variant 2 nastéva pri nizsich
vahach intronu, ked sa variant 0 rozsiri o dalsie dva exony. Toto je spdsobené prekrytim
koncového ex6nu variantu 0 s exébnom iného zarovnania X, variant 2 potom obsahuje cely
variant 0 a navySe aj Cast tohto zarovnania X. Pri vysSich vahach intrénu nie je vyhodné

rozsirovat variant 0, preto sa tu variant 2 nevyskytuje.
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Obrazok 5.2: Na obrazku je vystup nésho programu pre zhluk AMY na DNA sekvencii
rheMac2, ktord pochddza od makaka. Na obrazku kazda ¢iara reprezentuje zarovnanie pro-
teinu k DNA sekvencii. o, = —1a a; =1

Tabulka 5.2: Tabulka popisuje, ktoré mnoziny zarovnani sme vytvorili pomocou nasho al-
goritmu s pouzitim roéznych vahovacich konstant a., ;. Mnoziny zarovnani st popisané na
obrazku 5.5.

Qe «; | MnoZina zarovnani
—1 4.4 az 10% | CO
—1 4.3 a7 0.4 | A0
—1 0.3 az 0.02 | A2

-1 0.01 az 0.001 | B2
—1 | 0.0009 az 0.0004 | A2
—1 0.0003 az 1072 | D
-1 0 E
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Obrézok 5.3: Na obréazku je vystup n&sho programu pre zhluk PRAME na DNA sekvencii
hg18, ktord pochadza od ¢loveka. Na obrazku kazda cCiara reprezentuje zarovnanie proteinu

k DNA sekvencii. o, = —-laa; =1
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Obrézok 5.4: Na obréazku je vystup nésho programu pre zhluk PRAME na DNA sekvencii
rheMac2, ktorad pochddza od makaka. Na obrazku kazda ¢iara reprezentuje zarovnanie pro-

teinu k DNA sekvenciii. o, = -1 a a; =1
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Obréazok 5.5: Na obrazku st vystupné mnoziny zarovnani pre rozne vahovania. Nazvy
mnozin zodpovedaju nédzvom v tabulke 5.2. Pri prili§ malej vahovacej konstante intrénu
a; v pripade mnozin B a D, vidime Ze boli uprednostnené dlhé zarovnania. Zaujimavé je
rozdielne pouzitie exénov a intrénov v prvom zarovnani z mnozin A a A’
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Zaver

Cielom tejto prace bolo anotovat sekvenciu predstavujtcu zhluk génov pomocou zarovnania
so znamymi proteinmi. Na tento ticel sme pouzili program Exonerate, ktory vSak na tychto
miestach produkuje mnozstvo nadbyto¢nych transkriptov.

Mnozinu zarovnani ziskant z programu Exonerate sme reprezentovali pomocou $pecialne
zostaveného grafu, na ktorom sme riesili tlohu ziskania anotécie heuristickym algoritmom.
Po aplikécii nasho algoritmu sme ziskali sadu neprekryvajicich sa transkriptov, ktora vy-
hovuje nasim oc¢akavaniam. Vo vicsine pripadov nami néjdené transkripty boli pritomné aj
vo vystupe z programu Exonerate, avSak v niektorych pripadoch sme vytvorili aj novy tran-
skript, ktory je kombinaciou viacerych vstupnych zarovnani. Na Tudskej sekvencii zhluku
PRAME sme ukéazali ako pouzitie roznych vstupnych parametrov, vplyva na kvalitu vystupu
ziskaného naSim programom.

Opravili sme vystup z programu Exonerate aplikovaného na zhluky génov, ¢im sme tieto
sekvencie uspesne oanotovali. Oc¢akévame, Ze sa na$ algoritmus bude mozné pouzit aj v praxi

na automatizaciu anotécie génovych zhlukov, ktora v stcasnosti prebieha obvykle manualne.
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