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Abstrakt

V genóme eukaryotických organizmov sa vyskytujú zhluky génov, £o sú sekvencie DNA, v

ktorých sa opakujú kúsky sekvencií iba s malými zmenami. Existujúce programy na anotáciu

génov, ako napríklad Exonerate, ktorý vytvára anotáciu pomocou proteínových zarovnaní,

nefungujú na týchto úsekoch DNA s dobrými výsledkami.

V na²ej práci pouºívame program Exonerate na vytvorenie predbeºnej anotácie obsahu-

júcej mnoºstvo zmäto£ných transkriptov, ktorú potom upravujeme novovytvoreným algorit-

mom.

Problém anotácie sme transformovali na úlohu z teórie grafov, ktorú sme rie²ili heuristik-

ou. Výsledky algoritmu sme testovali pri pouºití rôznych vstupných parametrov na zhlukoch

génov AMY a PRAME na DNA sekvenciách z makaka a £loveka.

Ná² algoritmus splnil o£akávania a podstatne vylep²il výstup programu Exonerate, ktorý

teraz zmysluplne anotuje aj sekvenciu obsahujúcu zhluky génov.

K©ú£ové slová: anotácia, zarovnanie, gén, genóm



Abstrakt

In genome of eukaryotes are found clusters of genes, that are DNA segments in which parts

of sequences with only minor modi�cations 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 di�erent input parameters for the AMY

and PRAME gene clusters situated on DNA sequences from macaques and humans.

Our algorithm has ful�lled expectations and signi�cantly 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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Úvod

Najnov²ie technológie sekvenovania DNA produkujú stále vä£²ie mnoºstvo biologických dát �

DNA sekvencií najrôznej²ích organizmov. Nevyhnutným krokom pri skúmaní týchto sekven-

cií je anotácia, teda ur£enie polohy a ²truktúry génov, ktoré sa v tejto sekvencii nachádzajú.

Obzvlá²´ náro£ná je táto úloha v úsekoch, v ktorých po£as evolúcie do²lo k zdupliko-

vaniu niektorých £astí. Takto vznikajú zhluky génov, £o sú úseky, v ktorých sa vyskytujú

gény vo viacerých kópiách, ktoré sa navzájom odli²ujú iba nieko©kými mutáciami. V tejto

práci sa zaoberáme anotáciou týchto zhlukov génov za pomoci zarovnania DNA sekvencie zo

známymi proteínmi. Základom na²ej práce je pouºitie programu Exonerate, ktorý v²ak na

týchto ´aºkých sekvenciách nepracuje optimálne. Hlavným prínosom tejto práce je sformulo-

vanie problému anotácie, za pomoci výstupov programu Exonerate, ako dobre de�novaného

problému na ²peciálne zostavenom grafe. Tento problém rie²ime heuristickým algoritmom,

ktorého funk£nos´ ukáºeme na reálnych dátach zhlukov génov v genómoch £loveka a makaka.

V prvej kapitole vysvetlíme k©ú£ové biologické a informatické pojmy ako DNA, gén (a

jeho ²truktúra), proteín, proteosynéza, anotácia, zarovnanie. Sú£as´ou kapitoly je aj popis

fungovania programu Exonerate. V druhej kapitole popí²eme £o sú to zhluky génov a aké

problémy má program Exonerate na takýchto úsekoch. V nasledujúcich kapitolách budeme

pracova´ na vlastnom rie²ení problému. V samostatnej kapitole popí²eme nami zvolenú

reprezentáciu zhluku génov grafom. V ¤al²ej kapitole formalizujeme problém a navrhneme

algoritmus rie²iaci tento problém. V poslednej kapitole zhodnotíme na²u úspe²nos´ pri rie²ení

problému na skuto£ných dátach.

1



Kapitola 1

Anotácia génov pomocou proteínových
zarovnaní

1.1 Základné pojmy

Genetická informácia organizmu je uloºená v nieko©kých molekulách DNA (deoxiribonuk-

leová kyselina). DNA sa skladá z re´azca nukleotidov, pri£om kaºdý je vlastne jednou

zo ²tyroch dusíkatyých báz: adenín, guanín, cytozín a tymín. V DNA je moºné aj ur£i´

smer re´azca. Konce re´azca DNA sa nazývajú 5' koniec a 3' koniec, potom smer od 5'

konca do 3' konca nazveme kladným a opa£ný záporným. DNA sa v bunke nachádza vo

forme dvoj-závitnice, kde sú dva re´azce DNA k sebe naviazané v opa£nom smere a adenín

v jednom vlákne sa páruje s tymínom z druhého vlákna a guanín s citozínom.

Pre na²e ú£ely sa môºeme na DNA pozera´ ako na slovo nad ²tvor-písmenovou abecedou

ΣD = {A,C,G, T}

RNA (ribonukleová kyselina) je podobná molekula ako DNA, ktorá sa podie©a na spracovaní

informácie z DNA. Re´azec RNAmá jedno vlákno, inú chemickú ²truktúru a namiesto tymínu

uracil.

Úsek DNA kódujúci biologický produkt, naj£astej²ie proteín, na nazýva gén. Proteín

(bielkovina) je základnou stavebnou a funk£nou jednotkou buniek, a tvorí pribliºne 37%

organických látok bunky. Proteín je re´azec aminokyselín, pri£om na stavbe proteínu sa
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Obrázok 1.1: Zjednodu²ený príklad syntézy proteínu z génu.

podie©a 20 aminokyselín. Podobne proteín budeme reprezentova´ ako slovo nad abecedou

ΣP = {A,C,D,E, F,G,H, I,K, L,M,N, P,Q,R, S, T, V,W, Y }

Medzi úsekmi kódujúcimi proteíny � génmi sa nachádzajú medzi-génové úseky. Proteín sa

z génu vytvorí zloºitým biochemickým procesom � proteosyntézou, tá pozostáva z dvoch

fáz: transkripcie a translácie. Po£as transkripcie sa najskôr informácia z DNA prepí²e do

pre-mRNA. V tejto fáze sa vystrihnú niektoré nekódujúce úseky � intróny ktoré sa ¤alej

nepodie©ajú na tvorbe proteínu. Intrón je ohrani£ený dvojicou sekvencií donor a akcep-

tor. Nevystrihnuté sekvencie sa nazývajú exóny a sú kódujúce, s výnimkou prvého exónu

ktorý obsahuje nekódujúcu sekvenciu (5' UTR) a posledného ktorý tieº obsahuje nekódu-

júcu sekvenciu (3' UTR). Výsledná mRNA obsahuje v²etky exóny. Pri translácii sa pod©a

mRNA syntetizuje samotný proteín. Kaºdú aminokyselinu proteínu kóduje trojica báz �

kodón. Moºných trojíc báz je viac ako aminokyselín, takºe nie kaºdá trojica kóduje aminoky-

selinu. Vä£²ina aminokyselín je kódovaná viacerými spôsobmi. Taktieº existujú ²peciálne

stop kodóny, signalizujúce koniec kódujúceho úseku, a ²tart kodón ktorý sa nachádza na

za£iatku kódujúceho úseku, ktorý taktieº kóduje aminokyselinu metionín.
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1.2 Anotácia a zarovnanie

Medzi k©ú£ové problémy, ktoré bioinformatika rie²i, patrí anotácia a zarovnanie.

Anotácia znamená priradenie biologického významu neznámej DNA sekvencii, £iºe od-

povedá na otázku, kde sa v DNA nachádzajú gény. Formálne ide o priradenie kaºdej báze

vstupnej sekvencie prvok z mnoºiny biologických významov. V tejto mnoºine sa nachádza

napríklad gén, medzigénový úsek, exón, intrón a podobne. Ke¤ºe napríklad £o je gén a £o

nie je sa nedá jednozna£ne de�nova´, musíme si dode�nova´ pravdepodobnostný model ktorý

nám pomôºe de�nova´ úlohu. Ako model sa £asto pouºíva HMM (skrytý markovov model),

podobný kone£ným automatom, ktorý v kaºdom stave s ur£itou pravdepodobnos´ou prejde

do iného stavu, a s ur£itou pravdepodobnos´ou emituje znak zo svojej pracovnej abecedy.

Potom úloha najpravdepodobnej²ej anotácie sekvencie sa formuluje ako: aká je najpravde-

podobnej²ia postupnos´ stavov, ktorá emitovala túto sekvenciu? Samotná úloha sa ¤alej

rie²i napríklad Viterbiho algoritmom [7], ktorý je zaloºený na dynamickom programovaní.

V prípade ºe poznáme aký proteín je kódovaný v DNA sekvencii a chceme nájs´ ako presne,

môºeme pouºi´ zarovnanie proteínu ku genómu.

Zarovnanie je spárovanie dvoch (alebo viacerých) sekvencií tak aby k sebe �pasovali�.

Teda vloºíme medzery tak aby bolo ve©a rovnakých báz na rovnakom mieste a £o najmenej

medzier. Aby sme úlohu formalizovali tak zavedieme skórovanie, ktoré nám udá ako dobre k

sebe zarovnané sekvencie �pasujú�, a budeme sa teda snaºi´ nájs´ zarovnanie s maximálnym

skóre. Napríklad jednoduché skórovanie môºe by´ za zhodnú dvojicu báz +1, za nezhodnú

−1, za medzeru −1. Zloºitej²ie skórovanie je afínne skórovanie medzier: viacej medzier po

sebe pravdepodobne spolu súvisí, preto zavedieme penále za za£atie medzery o a o pred¨ºenie

medzery e, tým pádom môºeme umoºni´ aj existenciu dlhých medzier v najlep²om zarov-

naní. Samozrejme modely skórovania môºu by´ ¤aleko zloºitej²ie. Zarovnanie môºe by´

lokálne alebo globálne. Pri globálnom zarovnaní sa snaºíme zarovna´ celé vstupné sekvencie

k sebe, tak aby výsledné zarovnanie malo maximálne skóre. Pri lokálnom zarovnaní h©adáme

zarovnanie podsekvencií vstupných sekvencií s maximálnym skóre.

Problém lokálneho aj globálneho zarovnania sa rie²i dynamickým programovaním. V prí-

4



Obrázok 1.2: Príklad globálneho zarovnania sekvencií ACTGACCTG a ATTGTGAATG.
Zarovnanie má skóre 1 pod©a skórovania: zhoda +1, nezhoda −1, medzera −1.

pade globálneho zarovnania ide o Needleman-Wunchov algoritmus, v prípade lokálneho

zarovnania sa pouºíva jeho modi�kácia Smith-Waretmanov algoritmus. Ve©kou nevýhodou

týchto algoritmov je ich £asová a pamä´ová zloºitos´ O(mn), kde m, n sú d¨ºky vstupných

sekvencií. V praxi je pre pouºitie týchto algoritmov kvôli nárokom problematické, najmä ak

ide o zarovnania dlhých sekvencii. Preto sa pouºívajú heuristické metódy ktoré nezaru£ujú

optimálny výsledok, ale majú podstatne men²ie pamä´ové a £asové nároky. V týchto heuri-

stických metódach je snaha pouºi´ dynamické programovanie na £o najmen²ie oblasti. Jeden

z programov ktorý pouºíva heuristické metódy je Exonerate.

1.3 Exonerate

V tejto práci nás zaujíma anotácia £astí DNA pomocou známych sekvencií proteínov. Pro-

teíny nemusia by´ z toho istého organizmu. Na tento ú£el pouºívame program Exonerate [6].

Exonerate zarovnáva daný proteín k DNA sekvencii. Vstupnú DNA sekvenciu nazveme

databáza (target), a vstupný proteín dotaz (query). Cie©om programu je nájs´ na ktorých

miestach je v DNA sekvencii zakódovaný vstupný proteín. Program ur£uje aj presné hranice

intrónov a exónov, £ím vlastne vytvára anotáciu danej sekvencie.

Exonerate podporuje pouºitie rôznych modelov modelujúcich zarovnanie. Modelov bez

moºnosti medzier, modelu a�nného skórovania medzier a aj zloºité modely podobné kone£ným

automatom, ktoré odzrkad©ujú biologickú ²truktúru génu. Tieto zloºitej²ie modely v kaº-

dom svojom stave emitujú jeden st¨pec znakov zo zarovnania. Prechody medzi stavmi a aj

emisie majú ur£enú pravdepodobnos´. Skóre zarovnania je potom pravdepodobnos´ s akou

toto zarovnanie model vygeneruje. Jeden z takýchto modelov, ktorý Exonerate pouºíva je

zobrazený na obrázku 1.3. Ke¤ºe proteín môºe by´ vo vstupnej DNA sekvencii zakódovaný
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v oboch smeroch, je model zloºený z dvoch £astí, jednej pre kaºdý smer. Stavy zhoda, vloº,

zmaº modelujú exón ktorý je v dotaze a v databáze ve©mi podobný. Stav intrón modelu-

je ve©kú medzeru v databáze (intrón). Stavy donor a akceptor modelujú prechody medzi

exónom a intrónom.

Tento model by sme mohli pouºi´ na nájdenie zarovnania, ktoré má najvy²²ie skóre pod©a

tohto modelu. Postupovali by sme tak, ºe by sme dynamickým programovaním vyp¨¬ali celú

maticu A rozmerov m×n, kde m a n sú d¨ºky databázy a dotazu. Polí£ko A[i, j] predstavuje

najlep²ie zarovnanie prvých i a j znakov. �asová aj priestorová zloºitos´ tohto dynamického

programovania je O(mn), £o je pre praktické ú£ely nevyhovujúce. Program Exonerate preto

pouºíva heuristický algoritmus, ktorý ale negarantuje nájdenie najlep²ieho rie²enia. Snahou

bude aplikova´ £asovo náro£né dynamické programovanie na £o najmen²ie £asti matice.

Program funguje v dvoch fázach, v prvej fáze sa ur£ia jadrá zobrazenia (HSP) £o sú

zarovnania krátkej d¨ºky s vysokým skóre, v druhej fázy sa HSP spoja pomocou dynamického

programovania. Samotný algoritmus dynamického programovania sa odvodí od skórovacieho

modelu.

Pri tvorbe HSP sa najskôr vytvorí zoznam k-tic z dotazu ktoré sa porovnávajú s k-ticamy

z databázy, a tie zarovnania ktoré vyhovejú sa po oboch stranách roz²irujú, kým stúpa skóre.

Zaujímavej²ou £as´ou je spájanie HSP do výsledného zarovnania. Ako prvé sa ur£ia úseky

(SAR) na ktoré sa pouºije dynamické programovanie. SAR sa vytvorí na za£iatku a konci

kaºdého HSP, taktieº v prípade blízkych HSP sa na ich hranici vytvorí spolo£ný SAR. Vz-

dialené HSP medzi ktorými je ve©ká medzera, potenciálne reprezentujúcej intrón, sa taktieº

prepoja. Aby sa dynamické programovanie sa neaplikovalo na v²etky SAR, aplikuje sa iba na

najperspektívnej²ie SAR, na tento ú£el sa pouºije BSDP (Bounded Spare Dynamic Program-

ing). BSDP funguje na princípe nieko©kých prioritných frontov. Pre kaºdý SAR sa vypo£íta

maximálne moºné skóre. Pre kaºdý HSP sa zostaví prioritný front obsahujúci v²etky SAR

a ich maximá, ktoré v ¬om kon£ia. A taktieº sa zostaví globálny prioritný front obsahujúci

maximá s ostatných frontov. V priebehu algoritmu sa vºdy nájde najperspektívnej²í SAR na

ktorý sa aplikuje dynamické programovanie a pôvodné maximálne moºné skóre sa nahradí
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skuto£ným. Akonáhle maximálna hodnota vo fronte je uº skuto£ná, t.j. v²etky maximálne

moºné skóre sú men²ie, je pouºité zarovnanie prislúchajúce tejto hodnote. Algoritmus kon£í

akonáhle celkové zarovnanie neobsahuje ºiadnu nevypo£ítanú hodnotu. Výsledok BSDP je

rovnaký ako keby sa dynamické programovanie pouºilo na v²etky oblasti.

Program Exonerate automaticky generuje rôzne algoritmy dynamického programovania

pre rôzne typy SAR. Aby sme mohli toto zabezpe£i´ musíme pôvodný model zarovnania

rozdeli´ na £asti zodpovedajúce jednotlivým SAR. V pôvodnom modeli sa ur£ia portal-stavy

ktoré reprezentujú zarovnanie v rámci HSP, a span-stavy ktoré reprezentujú dlhé medzery

znamenajúce intrón. S pôvodného modelu zarovnania sa vytvorí heuristický model v ktorom

sú iba za£iato£ný stav, koncový stav, portal-stavy a span-stavy. V tomto heuristickom modeli

kaºdý prechod medzi stavmi zodpovedá jednému z odvodených modelov tak, aby vystihoval

pôvodný model s ktorého bol vytvorený. Kaºdý odvodený model, teda prechod medzi portal

a span stavmi, potom popisuje jeden typ SAR. Tento odvodený model sa pouºije pri výpo£te

zarovnania SAR dynamickým programovaním. Jeden z moºných modelov zarovnania a tak-

tieº jeho prevod na heuristický model popí²eme na obrázku 1.3.
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Obrázok 1.3: Pôvodný model obsahuje stavy na modelovanie exónov, intrónov, a prechodov
medzi nimi.
Model zarovania obsahuje portal-stav zhoda, ktorý modeluje zhodné úseky exónu, £o sú
vlastne HSP. Span-stav intrón modeluje dlhé medzery medzi HSP. kaºdý z prechodov v
odvodenom heuristickom modeli modeluje typ SAR ktorý spája tieto oblasti. Ozna£enie
prechodov kore²ponduje s ozna£ením SAR na obrázku 1.5

8



Obrázok 1.4: Príklad fungovania BSDP. Máme dva SAR A→B a A→C a prioritný front pre
HSP A. Ke¤ sa vypo£íta skuto£ná hodnota skóre pre SAR A→B, ktorá je vy²²ia ako horný
odhad pre A→C, tak skóre pre SAR A→C sa vôbec nebude po£íta´.

Obrázok 1.5: Obrázok ukazuje rôzne druhy SAR, na ktoré sa bude aplikova´ dynamické
programovanie. A je SAR na za£iatku HSP, D spája dva blízke HSP, B a C sú prepojené,
lebo táto medzera môºe predstavova´ intrón. E sa nachádza na konci HSP
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Kapitola 2

Problémy pri anotácii zhlukov génov

2.1 Zhluky génov

V genóme organizmov sa nachádzajú takzvané zhluky génov1 . Sú to miesta, kde do²lo ku

skopírovaniu úseku DNA a duplikácii génov. Samotné kopírovanie je chybou pri niektorých

biologických procesoch. V prípade, ºe organizmus s touto chybou zostane ºivotaschopný,

môºe sa chyba zachova´. Zhluky génov obsahujú viacero kópií génu, pri£om tieto kópie

nemusia by´ totoºné, lebo v priebehu evolúcie nastávajú mutácie jednotlivých génov odde-

lene. Zhluky génov tak obsahujú gény kódujúce podobné � homologické proteíny s podobnou

funkciou a ²truktúrou. Taktieº môºu obsahova´ pseudo-gény, teda uº biologicky nefunk£né

gény.

Zhluky génov tvoria pribliºne 5% ©udskej genetickej informácie. Zaujímavé je, ºe sa ob-

javujú £astej²ie u vývojovo vy²²ích organizmov. Tieto zhluky sa tieº pouºívajú pri výskume,

napríklad evolúcie príbuzných druhov.

2.2 Aplikácia programu Exonerate na zhluky génov

Ak chceme pouºi´ program Exonerate na zarovnávanie sekvencií ku anotácii zhluku génov,

zarovnáme viaceré homologické proteíny ku vstupnej sekvencii. Av²ak výstupné zarovnania

obsahujú viaceré nadbyto£né zarovnania. �al²ím problémom je, ºe pre získanie zarovnania

v²etkých podobných génov musíme zníºi´ citlivos´ programu Exonerate, £o má za násle-
1tieº génové klastre (z anglického gene clusters)

10



0 200000 400000 600000 800000 1000000

0

200000

400000

600000

800000

1000000

0
1
0
2

0
3

0
5

0
6
0
7

0
8

1
0

1
2

1
4

1
6

2
1

2
3

2
5

2
7

2
8

2
9

3
0

3
1

3
2

3
3
3
4

3
5

3
6

3
7

3
8

01
02

03

05

06
07

08

10

12

14

16

21

23

25

27

28

29

30

31

32

33
34

35

36

37

38

Obrázok 2.1: Na obrázku je zhluk génov PRAME. Modrá farba zna£í zhodu sekvencií vä£²iu
ako 98%. �ervená farba zhodu vä£²iu ako 92%. Sivá zhodu vä£²iu ako 73%.

dok vznik ¤al²ích nadbyto£ných zarovnaní. Jednu z moºných prí£in vzniku nadbyto£ných

zarovnaní popisuje obrázok 2.2.

Výstup z programu Exonerate obsahuje aj mnoºstvo kópií exónov alebo aj prekrývajúce

sa exóny, pri£om tieto exóny pochádzajú zo zarovnaní iných proteínov k tej istej sekvencii.
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Obrázok 2.2: Na tomto príklade vidíme jednu z moºností vzniku nadbyto£ného zarovnania.
V tomto prípade sa celý medzigénový úsek spolu s £as´ami génu interpretuje ako intrón.

Obrázok 2.3: Na obrázku je ©udský zhluk génov PRAME zarovnaný s proteínmi pomocou
programu Exonerate. Vidíme mnoºstvo evidentne nesprávnych zarovnaní. Obrázok bol
vygenerovaný programom Mikroskop[1]
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Kapitola 3

Reprezentácia anotácie pomocou grafu

V predchádzajúcej kapitole sme videli, ºe aplikácia programu Exonerate na sekvencie obsahu-

júce zhluky génov nemá dobré výsledky. V tejto kapitole popí²eme reprezentáciu mnoºiny

zarovnaní pomocou grafu, ktorá nám umoºní de�nova´ úlohu anotácie zhluku génov, ako

úlohu na tomto grafe. Táto reprezentácia sa podobá na takzvané splicing grafy[5]. Exóny

budú v na²om grafe reprezentované vrcholmi, a intróny hranami orientovanými v smere

zarovnania.

Kaºdý exón je reprezentovaný ²truktúrou

e = (target , from, to)

kde target je DNA sekvencia z ktorej pochádza, from a to sú súradnice za£iatku a konca

exónu. Av²ak pôvodná mnoºina exónov K ′ obsahuje exóny, ktoré sa prekrývajú. Preto ako

prvé rozdelíme jednotlivé exóny na £asti tak, aby nová mnoºina exónov K obsahujúca tieto

£asti, neobsahovala £iasto£ne prekrývajúce sa exóny, aby sa kaºdý exón z mnoºiny K ′ dal

zloºi´ z nieko©kých exónov z moºiny K a aby mnoºina K bola minimálna. Pri operácii

rozdelenia exónu vytvoríme ε-novú hranu, ktorá novovytvorené exóny spojí. Mnoºinu ε-

nových hrán ozna£íme Nε.

Taktieº zade�nujeme podmnoºinu Ks ⊆ K exónov kódujúcich za£iatok proteínu a podm-

noºinu Kt ⊆ K exónov kódujúcich koniec proteínu.

Intrón reprezentujeme pomocou ²truktúry

i = (target , from, to, e1 , e2 )

13



kde target , from , to sú zade�nované rovnako, ako pri exóne, a e1, e2 ∈ K sú exóny, ktoré

spája daný intrón v pôvodnom zarovnaní. Mnoºinu v²etkých intrónov nazveme N .

Teda môºeme zade�nova´ ohodnotený orientovaný graf G = (V,E, h), kde V = K ∪ {s, t}

E = {(e1, e2) ∈ V × V |∃t, fr, to : (t, fr, to, e1, e2) ∈ N} ∪Nε ∪ ({s} ×Ks) ∪ (Kt × {t})

a h : E → R+
0 je ohodnotenie hrán. V tomto grafe je hranou reprezentovaný kaºdý intrón

alebo ε-nova hrana, a navy²e hrany vedú aj z po£iato£ného vrcholu s do v²etkých exónov

za£ínajúcich zarovnanie, a podobne zo v²etkých exónov kon£iacich zarovnanie vedie hrana

do koncového vrcholu t. Pouºité ohodnotenie hrán h sa skladá z £iastkových ohodnotení

vrcholov(exónov) hv a hrán(intrónov) he. Teda

(∀i = (tar, f, t, e1, e2) ∈ N : h(e1, e2) = αihe(i) + αehv(e2)

∀(e1, e2) ∈ Nε : h(e1, e2) = αehv(e2)

∀e ∈ N : h(s, e) = αehv(e) ∧ h(e, t) = 0

kde αe, αi sú váhovacie koe�cienty. Docielili sme, ºe cena kaºdej s-t cesty je lineárnou

kombináciou cien hrán a vrcholov na nej leºiacich.

V²imnime si, ºe kaºdému vstupnému zarovnaniu zodpovedá v na²om grafe jedna s-t

cesta, av²ak graf obsahuje aj ¤al²ie cesty. ktoré vznikli ako kombinácia vstupných zarovnaní.

Obrázok 3.1 popisuje na jednoduchom príklade tvorbu grafu z mnoºiny zarovnaní. Obrázok

3.2 ukazuje výsledný graf zodpovedajúci zhluku génov PRAME.

V ¤al²ej kapitole sa budeme zaobera´ tým, ako tento graf pouºijeme na anotáciu zhlukov

génov.
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Obrázok 3.1: Na obrázku je jednoduchý príklad tvorby grafu z mnoºiny zarovnaní. Pôvodné
exóny (prvky mnoºiny N ′) sú ozna£ené písmenami A aº F. �íslami 1 aº 8 ozna£íme neprekrý-
vajúce sa £asti exónov (prvky mnoºiny N ′). Písmenami α aº δ ozna£íme intróny. V grafe
spojíme hranou tie £asti exónov, ktoré boli spojené intrónom, alebo patrili jednému exónu.
Na za£iatok a koniec oboch zarovnaní pridáme ¤al²í vrchol.
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Obrázok 3.2: Na obrázku je grafová reprezentácia zhluku génov Prame. Obrázok bol vygen-
erovaný programom Graphviz[3].
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Kapitola 4

Anotácia pomocou najkrat²ích ciest

4.1 Formulácia problému

Predtým, ako formálne de�nujeme problém najlep²ej anotácie, de�nujeme najskôr neprekrý-

vajúce sa s-t cesty v grafe G. Dve s-t cesty u a v sú v grafe G navzájom neprekrývajúce sa, ak

majú rôzny parameter target , alebo ak v jednej z ciest je parameter to exónu zodpovedajúci

vrcholu pred vrcholom t men²í ako parameter from exónu zodpovedajúcemu prvému vrcholu

po vrchole s. Ako reprezentáciu výslednej anotácie h©adáme graf H, ktorý sp¨¬a nasledovné

podmienky:

1. H obsahuje neprekrývajúce sa s-t cesty grafu G, ktoré majú spolo£né vrcholy iba s a

t,

2. po pridaní ©ubovo©nej s-t cesty grafu G je poru²ená podmienka (1),

3. H má minimálny sú£et ohodnotenia v²etkých svojich hrán.

Aby nami nájdený graf zodpovedal biologickým o£akávaniam, je potrebné zvoli´ ohodnotenia

hrán a vrcholov. Ohodnotenie hrán he sme de�novali ako d¨ºku intrónu, a ohodnotenie

vrcholov hv ako pomerné skóre pripadajúce na daný exón získané z programu Exonerate.

Tieto ohodnotenia sa dajú váhova´ pomocou váhovacích kon²tánt αe a αi. Ke¤ºe lep²ie

zarovnania majú v programe Exonerate vä£²ie skóre váhovací koe�cient pre vrcholy αe by mal

by´ ≤ 0. Váhovací koe�cient pre hrany αi by mal by´ > 0, aby sme uprednost¬ovali krat²ie
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zarovnania. Pouºívali sme aj alternatívne ohodnotenie hrán de�nované ako logaritmus d¨ºky

intrónu, ktoré nám umoºní ©ah²ie identi�kova´ príli² dlhé intróny.

4.2 Najlacnej²ia cesta v grafe

V priebehu rie²enia problému budeme rie²i´ £iastkovú úlohu, ktorou je nájdenie najlacnej²ej

cesty v ohodnotenom acyklicky orientovanom grafe. Táto úloha sa dá rie²i´ v £ase Θ(|V |+

|E|) [2]. V takomto grafe existuje topologické usporiadanie, teda usporiadanie vrcholov grafu

tak, aby hrany viedli iba jedným smerom. V na²om prípade nemusíme toto usporiadanie

vytvára´ algoritmicky, pretoºe máme k dispozícii prirodzené usporiadanie v závislosti od

súradníc a orientácie exónov.

Algoritmus prechádza v jednom smere po©om A, v ktorom hodnota A[v] pre vrchol v ∈ V

predstavuje hodnotu zatia© najlacnej²ej nájdenej cesty z vrcholu v0 do vrcholu v. V ¤al²om

poli B[v] si pamätáme, z ktorého vrcholu vedie najlacnej²ia cesta do vrcholu v. Pri reprezen-

tácii grafu pomocou mnoºiny susedov, prechádza kaºdým vrcholom a kaºdou hranou max-

imálne raz.

Pseudokód pouºitého algoritmu:

(1) ∀v ∈ V : A[v]←∞

(2) A[v0]← 0

(3) for ∀ vrcholi v v topologickom usporiadaní do

(4) for ∀ hrany (v, u) vedúce z vrcholu v do

(5) if A[v] + h(v, u) < A[u] then begin

(6) A[u]← A[v] + h(v, u)

(7) B[u]← v

(8) end
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4.3 Rie²enie problému pomocou greedy heuristiky

V rámci rie²enia tejto práce sa nám nepodarilo nájs´ efektívny exaktný algoritmus na rie²enie

problému nájdenia grafu H s poºadovanými vlastnos´ami. Rozhodli sme sa teda rie²i´ úlohu

pomocou greedy heuristiky, ktorá síce negarantuje splnenie bodu (3), ale rie²i problém v

polynomiálnej £asovej a priestorovej zloºitosti.

Samotný greedy algoritmus spo£íva v opakovanom h©adaní najlacnej²ej s-t cesty v grafe

G, po nájdení cesty túto cestu z grafu G odoberieme (vrcholy s a t ponecháme) a pridáme

cestu do výsledného grafu H. Tým zabránime viacnásobnému pouºitiu jedného vrcholu

(exónu). Taktieº z pôvodného grafu odoberieme vrcholy a hrany, ktoré sa s vybranou s-

t cestou prekrývajú. Týmto sme zabezpe£ili platnos´ podmienky (1). V prípade, ºe uº

ºiadne s-t cesty v G neexistujú, algoritmus skon£í a H obsahuje nieko©ko neprekrývajúcich

sa disjunktných ciest spojených vrcholmi s a t.

Výsledný algoritmus sme implementovali v programovacom jazyku C. V prvej fáze pre-

vedieme vstupnú mnoºinu zarovnaní uloºenú v GTF 2.2 súbore, ktorú vytvoril program

Exonerate, do jej grafovej reprezentácie. V druhej fáze aplikujeme na tento graf ná² heuri-

stický algoritmus.

V ¤al²ej kapitole ukáºeme aplikáciu ná²ho algoritmu na reálne dáta.
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Kapitola 5

Aplikácia na skuto£né dáta

V tejto kapitole ukáºeme aplikáciu ná²ho algoritmu na reálne dáta, konkrétne na zhluky

génov AMY a PRAME v genómoch £loveka a mamaka. Algoritmus sme najskôr aplikovali s

váhovacími kon²tantami αe = −1 (váha skóre exónu) αi = 1 (váha skóre intrónu). Na zhluku

génov PRAME v ©udskom genóme tieº ukáºeme, ako sa menili výsledky so zmenou pomerov

váh intrónov a exónov.

V prípade zhluku génov PRAME sme pouºili DNA sekvenciu z ©udského genómu o d¨ºke

1020015 báz a sekvenciu z genómu makaka o d¨ºke 204000 báz. Ako proteíny sme poºili

4 gény z ©udského genómu tak, ako sú oanotované v databáze UCSC genóme browser [4].

Pri zhluku génov AMY sme pouºili ©udskú DNA sekvenciu o d¨ºke 220643 báz a sekvenciu

z genómu makaka o d¨ºke 170013 báz. Pouºívali sme 3 rôzne ©udské proteíny, ktoré sa

nachádzajú v UCSC genóme browser.

Po£ty exónov a zarovnaní pred a po aplikácii algoritmu popisuje tabu©ka 5.1. Gra�cky

znázornené vstupy a výstupy nájdeme na obrázkoch 5.1, 5.2, 5.3 a 5.4. Obrázky boli

vytvorené programom Mikroskop [1]. Pre kaºdý zhluk a kaºdú DNA sekvenciu máme jeden

obrázok. Z obrázkov je zrejmé, ºe boli vybrané vºdy najkrat²ie zarovnania. Vä£²ina výstup-

ných zarovnaní je zhodných s niektorým zo vstupných zarovnaní, no nájdu sa aj také zarov-

nania, ktoré v pôvodnej mnoºine zarovnaní neboli. Jeden z takýchto prípadov sa nachádza

na obrázku 5.3. Prvé výstupné zarovnanie sa nenachádza medzi vstupnými zarovnaniami.

Jedno z vstupných zarovnaní zdie©a s týmto novým zarovnaním prvý a posledný exón, av²ak

nové zarovnanie pouºíva aj exóny z iného zarovnania, teda dochádza ku kombinácii viacerých
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Tabu©ka 5.1: Tabu©ka sumarizuje výsledky ná²ho algoritmu pre váhovacie kon²tanty αe = −1
a αi = 1. Men²í po£et odstránených zarovnaní v zhluku AMY spôsobilo, ºe neobsahuje to©ko
prekrývajúcich sa zarovnaní ako PRAME.

Zhluk génov po£et exónov pred #exónov po #zarovnaní pred # zarovnaní po
PRAME £lovek 84 33 32 7
PRAME mamak 39 26 16 5
PRAME (spolu) 123 59 48 12
AMY £lovek 48 41 10 5
AMY makak 30 20 7 3
AMY (spolu) 78 61 17 8

zarovnaní. V tomto prípade je moºné, ºe ide o gén, ktorý vznikol kombináciou viacerých

neúplných kópií. �al²í zaujímavý prípad vidíme na obrázku 5.1. Zaujíma nás konkrétne

tretie výsledné zarovnanie, kde do²lo ku kombinácii dvoch rôznych zarovnaní. V tomto prí-

pade nejde pravdepodobne o kompletný funk£ný proteín, ale asi do²lo ku pseudogenizácii

daného génu, ktorú mohla spôsobi´ duplikácia na nevhodnom mieste. Obrázky 5.2 a 5.4

ukazujú anotácie, ktoré sú zaujímavé tým, ºe vznikli pomocou proteínov z iného organizmu

(v oboch prípadoch ide o DNA sekvencie makaka a ©udské proteíny.)

Obrázok 5.5 a tabu©ka 5.2 popisuje vplyv váhovacích kon²tánt αe (váha skóre exónu) αi

(váha skóre intrónu) na výstup ná²ho algoritmu (výstupnú mnoºinu zarovnaní). Vplyv váho-

vania sme testovali na ©udskom zhluku génov PRAME, ke¤ºe ide o sekvenciu s najzloºitej²ou

²truktúrou, s ktorou sme pracovali.

Pri pouºití skórovania, kde výsledné skóre exónu a intrónu bolo aspo¬ rádovo podobné,

dochádzalo len k minimálnym zmenám a výstup algoritmu bol pribliºne rovnaký ako na

obrázku 5.3. Výraznej²ie zmeny nastali aº v prípade, ºe výsledné skóre intrónu bolo ex-

trémne podhodnotené. Pri testovaní vplyvu váhovania sme na²li dve rôzne zarovnania na

ktoré mala zmena váhovania vplyv. Prvé zarovnanie má tri rôzne varianty A, B, C. �al²ím

meniacim sa úsekom bolo druhé zarovnanie, ktoré má dve varianty 0 a 2. V prípade ex-

trémne podhodnoteného skóre intrónu dochádzalo k vä£²ím zmenám (mnoºiny zarovnaní D,

E), tieto nás v²ak nebudú zaujíma´. Výsledné mnoºiny zarovnaní sú pre rôzne váhovania

gra�cky znázornené na obrázku 5.5.
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Obrázok 5.1: Na obrázku je výstup ná²ho programu pre zhluk AMY na DNA sekvencii hg18,
ktorá pochádza od £loveka. Na obrázku kaºdá £iara reprezentuje zarovnanie proteínu k DNA
sekvencii. αe = −1 a αi = 1

Varianty prvého zarovnania A, B, C menia iba vnútornú ²truktúru zarovnania, za£iato£ný

a koncový exón zostáva nezmenený. Výsledné zarovnanie je pospájané z viacerých £astí,

pri£om kaºdá £as´ patrí inému zarovnaniu. Preto, ako sa mení váhovanie, tak sa mení skóre

pre jednotlivé £asti, ktoré sa iným spôsobom skombinujú do výsledného zarovnania. V²etky

tri varianty A, B, C sú pre nás vyhovujúce a nevieme z dostupných informácií zisti´, ktorý

je biologicky správnej²í.

V prípade druhého zarovnania nastáva variant 0 alebo 2. Variant druhého výstupného

zarovnania 0 zodpovedá jednému zo vstupných zarovnaní. Jeho variant 2 nastáva pri niº²ích

váhach intrónu, ke¤ sa variant 0 roz²íri o ¤al²ie dva exóny. Toto je spôsobené prekrytím

koncového exónu variantu 0 s exónom iného zarovnania X, variant 2 potom obsahuje celý

variant 0 a navy²e aj £as´ tohto zarovnania X. Pri vy²²ích váhach intrónu nie je výhodné

roz²irova´ variant 0, preto sa tu variant 2 nevyskytuje.
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Obrázok 5.2: Na obrázku je výstup ná²ho programu pre zhluk AMY na DNA sekvencii
rheMac2, ktorá pochádza od makaka. Na obrázku kaºdá £iara reprezentuje zarovnanie pro-
teínu k DNA sekvencii. αe = −1 a αi = 1

Tabu©ka 5.2: Tabu¨ka popisuje, ktoré mnoºiny zarovnaní sme vytvorili pomocou ná²ho al-
goritmu s pouºitím rôznych váhovacích kon²tánt αe, αi. Mnoºiny zarovnaní sú popísané na
obrázku 5.5.

αe αi Mnoºina zarovnaní
−1 4.4 aº 106 C0
−1 4.3 aº 0.4 A0
−1 0.3 aº 0.02 A2
−1 0.01 aº 0.001 B2
−1 0.0009 aº 0.0004 A2
−1 0.0003 aº 10−9 D
−1 0 E
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Obrázok 5.3: Na obrázku je výstup ná²ho programu pre zhluk PRAME na DNA sekvencii
hg18, ktorá pochádza od £loveka. Na obrázku kaºdá £iara reprezentuje zarovnanie proteínu
k DNA sekvencii. αe = −1 a αi = 1

Obrázok 5.4: Na obrázku je výstup ná²ho programu pre zhluk PRAME na DNA sekvencii
rheMac2, ktorá pochádza od makaka. Na obrázku kaºdá £iara reprezentuje zarovnanie pro-
teínu k DNA sekvenciíi. αe = −1 a αi = 1
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Obrázok 5.5: Na obrázku sú výstupné mnoºiny zarovnaní pre rôzne váhovania. Názvy
mnoºín zodpovedajú názvom v tabu©ke 5.2. Pri príli² malej váhovacej kon²tante intrónu
αi v prípade mnoºín B a D, vidíme ºe boli uprednostnené dlhé zarovnania. Zaujímavé je
rozdielne pouºitie exónov a intrónov v prvom zarovnaní z mnoºín A a A'
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Záver

Cie©om tejto práce bolo anotova´ sekvenciu predstavujúcu zhluk génov pomocou zarovnania

so známymi proteínmi. Na tento ú£el sme pouºili program Exonerate, ktorý v²ak na týchto

miestach produkuje mnoºstvo nadbyto£ných transkriptov.

Mnoºinu zarovnaní získanú z programu Exonerate sme reprezentovali pomocou ²peciálne

zostaveného grafu, na ktorom sme rie²ili úlohu získania anotácie heuristickým algoritmom.

Po aplikácii ná²ho algoritmu sme získali sadu neprekrývajúcich sa transkriptov, ktorá vy-

hovuje na²im o£akávaniam. Vo vä£²ine prípadov nami nájdené transkripty boli prítomné aj

vo výstupe z programu Exonerate, av²ak v niektorých prípadoch sme vytvorili aj nový tran-

skript, ktorý je kombináciou viacerých vstupných zarovnaní. Na ©udskej sekvencii zhluku

PRAME sme ukázali ako pouºitie rôznych vstupných parametrov, vplýva na kvalitu výstupu

získaného na²im programom.

Opravili sme výstup z programu Exonerate aplikovaného na zhluky génov, £ím sme tieto

sekvencie úspe²ne oanotovali. O£akávame, ºe sa ná² algoritmus bude moºné pouºi´ aj v praxi

na automatizáciu anotácie génových zhlukov, ktorá v sú£asnosti prebieha obvykle manuálne.
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