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Abstrakt

Jednym zo zakladnych problémov bioinformatiky je hladanie (predikcia) génov v DNA
sekvenciach. Tento problém je bezne rieSeny Viterbiho algoritmom na skrytych Marko-
vovych modeloch (HMM). Pri hladani génov sa ¢asto vyuzivaju aj externé data - EST
sekvencie, proteinové sekvencie, viacnidsobné zarovnania DNA sekvencii a iné, ktoré
mozu pri predikcii vyrazne pomoct.

Program ExonHunter okrem implementacie HMM obsahuje aj mechanizmus na
spracovanie externych dat. Povodné implementécie nevyuzivali moznost vyuzitia infor-
mécie z viacnasobnych celogenémovych zarovnani, ktoré sme sa rozhodli do programu
ExonHunter doplnit.

Upraveny program s modulom, ktory zabezpecuje vyuzitie informécie zo zarovnani,
sme testovali na sade DNA sekvencii octovej musky Drosophila melanogaster. Z dovodu
pouzitia jednoduchej skorovacej matice sa nam nepodarilo zaznamenat zlepSenie pres-
nosti predikcie testovanych sekvencii. Predpokladame vSak, Ze s pouzitim lepsich matic
vytvaranych znamymi postupmi z literattary dojde k zlepSeniu presnosti a na$ modul
bude v buducnosti slazit ako uzito¢na suc¢ast programu na hladanie génov - ExonHun-

ter.

9.~ ¥

KTIacové slova: gén, zarovnanie, anotacia DNA, skryty Markovov model,

ExonHunter, externa informacia



Abstract

One of the essential challenges of bioinformatics is gene detection in DNA sequences.
The problem is often solved by Viterbi algorithm for hidden Markov models (HMM).
External data, e.g. EST sequences, protein sequences, multiple alignments of DNA
sequences, etc., are also often used for improving predictions.

In addition to implementing the HMM, program ExonHunter contains a mechanism
for processing external data. The original implementation does not allow the use of the
information from multiple alignments, which we decided to add to the ExonHunter
program.

The modified program with a module that implements the use of information from
alignments, was tested on a set of DNA sequences from fruit fly Drosophila melanogas-
ter. Due to simple scoring matrix, we were unable to observe improvement in prediction
on the testing sequences. But we assume that using a matrix generated by known pro-
cedures from the literature will improve accuracy and our module will in future serve

as a useful part of the program for gene finding - ExonHunter.

Keywords: gene, alignment, DN A annotation, hidden Markov model, Exon-

Hunter, external evidence
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Uvod

Posledné desatrocie prinieslo spristupnenie genetickych informécii mnohych organiz-
mov a dalo podnet k r6znym novym otazkam. Jednym z dolezitych problémov sti¢asne;j
modernej biologie sa tak stal i problém hladania génov. Ukézalo sa, 7Ze informatika
moze vyznamne pomoct pri rieSeni otazok kde a aké gény sa u jednotlivych organizmov
vyskytuju. Vyuzivaju sa pritom rézne metody, ktoré okrem samotnej DNA sekvencie
skimaného organizmu mozu taktiez vyuzivat aj tzv. externé data. Tieto data mozu
pochadzat z réznych zdrojov a mézu byt réozneho typu, no ich zédkladnym vyznamom
je poskytnut informaciu, ktord moze pomoct pri hladani génom. Jednym z programov
na hladanie génov, ktoré poskytuji moznost vyuzit tito informéciu, je aj program
ExonHunter.

Skimanie evolu¢nych zmien v podobnych tsekoch genetickych informacii pribuz-
nych organizmov ma potencial poskytnit uzito¢nu informéciu, ktoré sa nasledne moze
vyuzit v programe na hladanie génov [1]. Program ExonHunter touto schopnostou
doposial nedisponoval a tak sme sa ju rozhodli doplnit.

V nasSej praci si najprv v prvej kapitole vysvetlime niektoré pojmy z biologie, ktoré
st nutné k pochopeniu zvysného textu. V druhej kapitole najprv uvedieme problém
hladania génov, néasledne vysvetlime metddy ako sa v bioinformatike rieSi a na zaver
uvedieme pristup, ktory sme sa v nasej praci rozhodli implementovat. Tretia kapitola uz
pozostava z konkrétneho opisu nasho algoritmu a popisu formatov, s ktorymi nas prog-
ram pracuje. V poslednej kapitole sme opisali sposob testovania tspesnosti vysledkov,

analyzovali ich a navrhli mozné zlepSenie.



Kapitola 1
Biologické pojmy

V nasledujicej kapitole uvedieme niektoré zakladné pojmy z bioldgie, ktoré st potrebné
k lepsiemu pochopeniu ostatného textu. Za dolezité povazujeme vysvetlit niekolko ter-
minov z oblasti molekularnej biolégie a genetiky. Citatel so zakladnou znalostou v

tychto oblastiach, moze nasledujticu sekciu preskodcit.

1.1 DNA

DNA je skratka pre deoxyribonukleovi kyselinu (z angl. deoxyribonucleic acid). Je
nositelkou genetickej informacie bunky, ktora riadi rast, delenie a regeneraciu bunky.
DNA je tvorena polynukleotidovymi vlaknami a je va¢sinou ulozena v bunke v podobe
dvojzavitnicovej Spiraly.

Zakladnou stavebnou jednotkou DNA st nukleotidy. Nukleotid v DNA sa sklada
z troch zloZiek a to z fosfatovej zlozky, sacharidovej zlozky (doexyriboza) a purinovej
alebo pyrimidinovej dusikatej bazy. V nukleotidoch nachadzajtcich sa v DNA sa vysky-
tujua styri druhy dusikatych béz: adenin, guanin, cytozin a tymin. Jednotlivé nukleotidy
sa od seba liSia len dusikatymi bazami a preto sa aj zvykni oznacCovat zac¢iato¢nymi pis-
menami danych baz, teda A, G, C a T. Z tohto dévodu v nasledujicom texte nebudeme
striktne rozlisovat pojmy baza a nukleotid.

Celkova geneticka informéacia bunky sa nazyva gendm a je zakdédovana prave pora-
dim nukleotidov A, G, C, T. V eukaryotickych organizmoch! je vi¢sina genomu ulozena
v molekulach, ktoré sa nazyvaju chromozomy a su ulozené v jadre bunky. Zvy$né malé
¢asti genému sa nachadzaju v mitochondriach a v pripade rastlin i v chloroplastoch. Ide
o relativne malé mnozstvo DNA molekil, ktoré uskladiuji celkova informéciu potrebnu
k riadeniu zivota bunky. Napriklad u ¢loveka to je len 46 molekul (chromozémov).|3]

Jednotlivé konce polynukleotidového vldkna sa od seba navzajom odlisuji a preto
ich zvykneme oznacovat 5’ a 3’. Dvojica vlaken, ktoré spolu tvoria dvojzavitnicu, je

medzi sebou prepojena vodikovymi vizbami medzi bdzami, pricom sa spajaji dvojice

Vsetky zivodcichy, rastliny, huby, ale aj niektoré jednobunkové organizmy



adenozin-tymin a guanin-cytozin. Hovorime, ze bazy A-T a G-C st komplementérne.
Jednotlivé vldkna st teda k sebe opa¢ne orientované a navzajom komplementérne.
To znamend, ze ak pozname poradie baz jedného vladkna, tak ich komplementom a
otoCenim celého refazca dostaneme poradie baz na druhom vlakne dvojzéavitnice.
Proces, pri ktorom sa z jednotlivych molekil DNA ziskava genetickd informacia
(teda poradie dusikatych baz) sa nazyva sekvenovanie. Na sekvenovanie DNA sek-
vencii bolo vymyslenych uz niekolko technologickych postupov, ktoré sa od seba liSia
predovSetkym rychlostou a cenovou dostupnostou. V sicastnosti sa podarilo tspesne
osekvenovat uz velké mnozstvo DNA sekvencii roznych organizmov, z ktorych sit mnohé

pristupné i verejnosti prostrednictvom databazy GenBank [14].

1.2 Proteiny

Proteiny (alebo bielkoviny) st nevyhnutnymi zlozkami vSetkych rastlinnych i Zivodis-
nych buniek a plnia niekol'ko funkcii. V podobe enzymov si nenahraditelné pri regulécii
roznych biochemickych reakcii, plnia stavebnt funkciu bunky, v podobe protilatok sa
podielaji na obranyschopnosti organizmu, moézu regulovat tvorbu d'alsich proteinov a
taktiez slizia organizmu ako rezervné latky.

Proteiny st tvorené retazcom aminokyselin, ktory moze byt rézne dlhy. Pozname
20 zékladnych druhov aminokyselin a kazdej je priradené jedno pismeno abecedy (tab.
1.1). Proteiny, ako refazce aminokyselin, vytvaraja vplyvom chemickych véizieb medzi
jednotlivymi aminokyselinami rozne zlozité struktiry. Ak sa dany protein v organizme
vyskytuje v podobe enzymu, tak jeho funkcia velmi ¢asto zavisi prave od jeho tvaru.
Ak maja teda dva rozne proteiny velmi podobny tvaru, tak moéZu v organizme ¢asto

plnit tu istu funkciu.



Tabulka 1.1: Tabulka aminokyselin a kodonov

Skratka | Aminokyselina | Kodony

A | Ala | Alanin GCA, GCC, GCG, GCT

C | Cys | Cystein TGC, TGT

D | Asp | Kys. asparagova | GAC, GAT

E | Glu | Kys. glutamova | GAA, GAG

F | Phe | Fenylalanin TTC, TTT

G | Gly | Glycin GGA, GGC, GGG, GGT

H | His | Histidin CAC, CAT

I | Ile Izoleucin ATA, ATC, ATT

K | Lys | Lyzin AAA, AAG

L | Leu | Leucin CTA, CTC, CTG, CTT, TTA, TTG
M | Met | Metionin ATG (Start kodon)

N | Asn | Asparagin AAC, AAT

P | Pro | Prolin CCA, CCC, CCG, CCT

Q | Gln | Glutamin CAA, CAG

R | Arg | Arginin CGA, CGC, CGG, CGT, AGA, AGG
S | Ser | Serin TCA, TCC, TCG, TCT, AGT, AGC
T | Thr | Treonin ACA, ACC, ACG, ACT

V | Val | Valin GTA, GTC, GTG, GTT

W | Trp | Tryptofan TGG

Y | Tyr | Tyrozin TAC, TAT

x| Stop TAA, TAG, TGA (Stop kodony)
1.3 Gén

Zékladnou jednotkou genetickej informacie je gén. Jedna z definicii hovori, 7Ze je to Cast

DNA sekvencie, podla ktorej sa zlozitymi biochemickymi procesmi vytvori jeden alebo

viacero proteinov [3].

Gén pozostava zo striedajticich sa exénov a intréonov (obr. 1.1), pri¢om exény tvoria
useky, ktoré koduju proteiny, tj. retazce aminokyselin. Na zaciatku prvého a na konci
posledného exonu v géne sa nachadzaju tzv. neprekladané dseky 5’UTR a 3'UTR (z
angl. untranslated region), ktoré maju délezita ulohu pri procese vytvarania proteinu
z génu, no Ziadnu aminokyselinu nekoduju. Z tohto hladiska teda moZno celt DNA

sekvenciu rozdelit na tseky koédujice aminokyseliny a na tuseky nekodujice a toto

oznacenie budeme pouzivat i v nasledujicom texte.
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D neprekladany dsek . kédujici tsek exénu @ intrén

Obr. 1.1: Zjednodusena ukézka génu pozostavajiceho z neprekladanych tsekov, exénov
a intronov. Kazda cast zodpoveda tseku DNA sekvencie s dlzkou desiatok az tisicok
béz

Kazda aminokyselina je kodovana trojicou nukleotidov, tzv. koddnom (tab. 1.1).
Kedze pocet roznych trojic nukleotidov je 64 a aminokyselin je len 20, tak niektoré
aminokyseliny st nutne kdédované i viacerymi kodénmi a preto aj protein pozostavajuici
z retazca aminokyselin moze byt kodovany viacerymi postupnostami kodénov.

Na zaciatku kodujiacej oblasti prvého exénu sa vzdy nachadza tzv. start kodon
(ATG). Specialnu tlohu tiez zohrava tzv. stop koddn (TAA, TAG, TGA), ktory sa
nachiddza na konci kédujicej oblasti posledného exoénu a teda signalizuje ukoncenie
tvorby proteinu.

Preklad DNA sekvencie do proteinu je mozny Siestimi roznymi sposobmi. Kedze
st kodony trojperiodické, tak posun prekladu o jednu alebo dve bazy vedie k inému
vysledku. Rozlisujeme teda tri citacie ramce. Koédujuci tsek sa taktiez moze nachadzat
na vlakne komplementarnom k tomu, na ktorom sa nachadza skiimana sekvencia. Teda
sekvencia moze byt prekladand z dvoch moznych vlaken, v kazdom v troch moznych
¢itacich ramcoch (obr. 1.2). Mézeme teda hovorit o Siestich roznych ¢itacich ramcoch

a toto oznacenie budeme pouzivat aj v dalsich ¢astiach textu.

CGTGAAAGTGCCGGACACATTGGATGTATGGTTTGACTCCG

(a) Moznosti prekladu sekvencie v &itacich ramcov

CGGAGTCAAACCATACATCCAATGTGTCCGGCACTTTCACE

(b) Moznosti prekladu sekvencie v ¢itacich ramcoch na opa¢nom vlékne

Obr. 1.2: Sekvencia CGTGAAAGTGCCGGACACATTGGATGTATGGTTTGACTCCG prekla-
dana do proteinu Siestimi moznymi sposobmi (obrazok vytvoreny pomocou UCSC pre-
hliadac¢a génov[10])



Kapitola 2
Hl'adanie génov

Jednym z hlavnych biologickym problémov je problém hladania génov. Ide o proces,
pri ktorom sa v sekvenciach genomu organizmu hladaji ¢asti, ktoré predstavuju gén.
Lokalizacia a popis funkcie génu tvori zaklad pre pochopenie mnohych biologickych
procesov a taktiez moze pomoct identifikovat pri¢inu réznych genetickych chorob a
nasledne ich skumat. Pri rieSeni tychto problémov sa ukézala byt velmi vyznamnym
prostriedkom bioinformatika. Definujme si zdkladny pojem sekvencia, s ktorym budeme
v nasledujicom texte ¢asto pracovat.

Pod pojmom DNA sekvencia sa v bioinformatike rozumieme slovo nad abecedou
Z:D = {A7 G7 C7 T}7

teda kazdé slovo w € X7,.
Podobne moézeme definovat pojem protein ako sekvenciu aminokyselin, teda ako slovo

nad abecedou

ZP:{A7C7D’E7F7G’H717K7L7M7N7P7Q7R7S7T7MW7Y}

2.1 Problém anotacie DNA

Cielom anotécie je priradit jednotlivym tsekom DNA zname informécie o ich biologic-
kej funkcii. Asi najdolezitejSim vyuzitim anotacie je prave hladanie génov a néasledné
popisanie ich funkcie.

Forméalne mézeme anotéaciu definovat nasledovne. Nech je G mnozina nejakych bio-
logickych pojmov. Pre problém hladania génov si zvolme napriklad jednoducht mno-
Zinu

G = {ex0n, intrén, medzigénovy tsek}

Pre Tubovolnia DNA sekvenciu S, |S| = n definujeme jej anotaciu Ag ako prvok G™.

Teda kazdej baze sekvencie S priradime nejaky biologicky pojem, tj. oznacime v akej



oblasti sa nachadza. Hladat gény v DNA sekvencii S teda znamena priradit jej takd
anotaciu Ag, ktord spravne popisuje jej biologicku struktiru.

HIadanie génov prokaryotickych organizmov je pomerne jednoduché tloha, lebo ich
gendmy vicsinou obsahuji gény ako suvislé tseky, tj. exény nie st prerusované intronmi.
Sta¢i sa potom len pozerat na Start kodony a stop kodény a pomerne jednoduchymi
algoritmami dant oblast anotovat. Na druhej strane hTadanie génov eukaryotickych or-
ganizmov je zlozity problém, kedZe ich genom uz moéze mat komplikovanejsiu Struktiru

13].

2.2 Skryté Markovove modely

Jednym zo zékladnych sposobov anotacie je pouzitie pravdepodobnostnych modelov,
tzv. skrytych Markovouvgch modelov (hidden Markov models, HMM). Skryty Markovov
model H je pitica (K, X, 7, a,e), kde K je kone¢nd mnozina stavov, > je vstupna
abeceda, 7 je pravdepodobnostna miera na mnozine stavov K, a je mnozina a = {qa, |
q € K} pravdepodobnostnych mier na mnozine K a e je mnozina e = {¢, | ¢ € K}
pravdepodobnostnych mier na mnozine vstupnej abecedy ¥. Pre stav ¢ € K je m(q)
pravdepodobnost, ze vypocet na HMM za¢ne v stave ¢. Pre stavy p,q € K je a,(q)
pravdepodobnost, ze HMM prejde zo stavu p do stavu ¢. Pre dany stav ¢ € K a symbol
xr € X je e4(x) pravdepodobnost, ze HMM v stave g vygeneruje symbol x. Anotacna
funkcia f : K — G transformuje postupnost stavov vypoc¢tu na HMM Q = ¢1¢2 ... q,
na postupnost biologickych pojmov A = f(q1)f(q2) - .. f(gn), €o tvori samotnii anotaciu
[7].

Pre dany model H = (K, X, 7, a,e) vieme sekvencii S = $183...5, a postupnosti
stavov Qs = q1q2 . . . ¢, priradit pravdepodobnost, ze HMM H vygeneruje S, pri¢om

prejde cez stavy (Qg, ktoré je rovna
P(S7 QS) = ﬂ-((h)eth (31> H Qg;_4 (qi)efh(si)
i=2

Na obrazku 2.1 je znazorneny jednoduchy model na anotaciu DNA sekvencii, ktory

pozostava z troch stavov a mnozin pravdepodobnostnych mier a a e.
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Obr. 2.1: Velmi jednoduchy HMM na anotaciu DNA sekvencii. V skuto¢nosti sa pou-
zivaju modely s ovela zlozitejSou $truktirou. Stavy: M — medzigénovy tusek, E — exon,
I — intron

Pri hladani anotacie DNA sekvencie S sa teda vytvori skryty Markovov model
H, ktory dobre modeluje biologicku realitu a nasledne sa najde postupnost stavov
s modelu H a vystupom bude anotacia Ag ziskand anota¢nou funkciou z (s. Na
hTadanie tychto ciest sa pouziva Viterbiho algoritmus, ktory je zaloZzeny na dynamickom

programovani a bol vytvoreny na dekédovanie tzv. konvolu¢nych kodov [8].

2.3 Pouzitie externej informacie

Metoda hladanie génov modelmi, ktoré vyuzivaji len samotni DNA sekvenciu sa ozna-
¢uje ako ab-initio predikcia. Kedze len pomocou samotnej genomickej DNA sekvencie
nedokazeme spolahlivo predikovat gény, vii¢Sina programov na hladanie génov este vy-
uziva externé ddta, ktorych tlohou je napomoct k zvySeniu presnosti predikcie. Tieto
externé data moézu byt rézneho druhu, napriklad moze ist o databédzu znamych pro-
teinov, o tzv. EST sekvencie (expressed sequence tags), tj. kratke sekvencie, ktoré sa
¢asto vyskytuji v exénoch alebo UTR tsekoch génu, DNA sekvencie inych pribuznych
organizmov a mnohé iné. Jedinou nevyhodou oproti ab-initio predikcii je fakt, ze pre
skimany organizmus nemusime prave pozadovanymi datami disponovat, no ak ich k

dispozicii mame, tak naAm mozu pri hfadani génov vyrazne pomoct.

2.3.1 ExonHunter

Jednym z programov uréenych na predikciu génov je program ExonHunter [5]. Svoju
predikciu mé zalozent na vyuziti skrytého Markovovho modelu spolu so spracovanim
informécii z réznych externych zdrojov. Jeho cielom je skombinovat jednotlivé externé
informacie, ktoré nazyva radcami, do vyslednej jednej informacie, ktort nazyva super
radcom. Super radca vysledne ovplyviiuje modifikaciu Viterbiho algoritmu, ktorym sa
rie§i samotna anotécia [5]. Radca je definovany nasledovne, pricom plati oznacenie z
predchédzajiceho textu v casti 2.1:



Rada od radcu r pre bazu s; pozostava z rozkladu 7; , mnoziny G na triedy rozkladu
a pravdepodobnostnej miery p;,(t) na prvkoch tried rozkladu ¢ € 7;,.. Hodnota p; ,(¢)
je odhad pravdepodobnosti, Ze spravna anotacia bazy s; je prvkom triedy ¢, podla

informacii dostupnych radcovi r.

Ziskané rady sa skombinuji do super radcu, pricom vysledné rada pre bazu s; je ¢o
najblizsie k radam od jednotlivych radcov [5].

Pre skimanu sekvenciu S a anotaciu A nam HMM ur¢uje pravdepodobnost P(A|S)
s akou moze byt S anotovana podla A. Podobne nam super radca pre svoje informé-
cie ziskané z externych dat F urcuje pravdepodobnost P(A|E) s akou by mohli byt
anotované anotaciou A. Nasim cielom je teda najst takt anotaciu A*, pre ktora bude
pravdepodobnost P(A*|S, E) maximéalna. Super radca teda intuitivne zvysuje pravde-
podobnost anotécii, ktora je podporend externou informéaciou. Po upravach a zjedno-

duseniach sa nasledne na vypocet anotacie A* aplikuje Viterbiho algoritmus |5][8].

2.4 Pouzitie zarovnani pri hl'adani génov

Jednym z druhov externych dat pouzivanych pri hTadani génov st aj zarovnania sek-
vencii pribuznych organizmov. Cielom je porovnaf nasu vstupniu sekvenciu so zné-
mymi sekvenciami z databaz a najst medzi nimi podobné oblasti. Ako neskor ukazeme,
studiom podobnosti a rozdielov medzi sekvenciami z pribuznych organizmov mozeme
ziskat informéciu ¢i skiimand sekvencia moze obsahovat alebo byt sic¢astou nejakého
génu koédujiceho protein. Podobne moézeme zarovnéavat sekvencie aminokyselin, no v

nasledujicom texte sa budeme zaoberat len zarovnanim DNA sekvencii.

2.4.1 Lokalne a globalne zarovnania sekvencii

V bioinformatike pod pojmom zarovnanie sekvencii rozumieme vlozenie medzier na
niektorych miestach v jednotlivych sekvenciich za tcelom sparovania podobnych tse-
kov. V zarovnani sa teda paruji bazy jednej sekvencie s bazami druhej sekvencie (obr.
2.2). Ak sa v zarovnani sparovali dve rozne bazy, tak hovorime, 7ze prislo k mutécii
danej bazy. Miesta, na ktorych bolo potrebné vlozit medzery, reprezentuji oblasti, v
ktorych prislo k vymazaniu niekolkych baz. Hovorime, Ze v sekvencii prislo k delécii,
resp. ze v druhej sekvencii, ku ktorej sa zarovnava, prislo k inzercis.

Na ohodnotenie zarovnani sa pouzivaju skdrovacie schémy, ktoré popisuji ich kva-
litu. Jednoduché skorovacia schéma moze ohodnocovat sparovanie rovnakych baz hod-
notou +1, sparovanie rozdielnych baz -1 a vyskyt inzercie, resp. delécie tiez hodnotou
-1. Pomocou takejto schémy uZ vieme zarovnania porovnavat a hladat zarovnanie s

najvacsim skore.



Rozlisujeme dva druhy zarovnania a to lokdlne a globalne zarovnanie (obr. 2.2).
Pri globalnom zarovnani sa snazime ¢o najlepsie sparovat celé sekvencie. Pri lokdlnom
zarovnavani hladame najlepsie mozné sparovanie len ¢asti prvej a druhej sekvencie.
Moze teda nastat situacia, Ze najlepSie globalne zarovnanie bude zaroven aj najlep$im

lokadlnym, no vo vSeobecnosti to neplati.

CA-GTCCTAGA CA-GTCCTA
e AR
CATGTCAT--A CATGTCATA

(a) Globélne zarovnanie (b) Lokalne zarovnanie

Obr. 2.2: Globalne a lokalne zarovnanie sekvencie CAGTCCTAGA a sekvencie
CATGTCATA. Vertikilne ¢iary predstavuji sparovanie rovnakych béaz sekvencie, znak
pomlcéky - inzerciu, resp. deléciu

Na hladanie globédlneho a lokalneho zarovnania s najvyssim skore pre dand schému

existuje viacero algoritmov, ktoré si vic¢sinou zalozené na dynamickom programovani

3].

2.4.2 Viacnasobné celogenémové zarovnania

V naSej praci sme pracovali so Specialnym typom zarovnani nazyvanym wviacndsobné
celogenomové zarovnanie.

Pod slovom celogendmové sa rozumie, ze zarovnavanymi sekvenciami st celé ge-
némy organizmov. Ciefom zarovnania je porovnat podobné tseky, no ak by sme celé
gendémy zarovnavali klasickym sposobom opisanym v casti 2.4.1, tak by sme vo vSe-
obecnosti nedosiahli pozadovany vysledok, lebo jednotlivé podobné tseky sa nemusia
v jednotlivych genémoch vyskytovat v tom istom poradi. Preto treba pri vytvarani
celogendémovych zarovnani postupovat odligne.

Jeden 7z organizmov, ku ktorych genémom sa zarovnanie vytvara, sa oznaci ako
referencny organizmus a druhy ako informant. Cielom je zarovnat jednotlivé casti
genému informanta k referencnému genému. Vytvorenie najlepSieho celogenémového
zarovnania sa vacsinou realizuje tak, ze sa najprv hladaju lokdlne zarovnania a tie sa
nésledne filtruju a spajaju do dlhsich asekov [3].

Ak mame k dispozicii viacero pribuznych sekvencii, ktoré by sme chceli navzajom
porovnat, tak mozeme vytvorit zarovnanie tychto vSetkych sekvencii (obr. 2.3). Tomuto

typu zarovnania viacerych sekvencii hovorime wviacndsobné zarovnanie.
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sekvencia 1: ATGCTG---ATAGGG
sekvencia 2: ATGCTCAAGATAGGG
sekvencia 3: ATGCTCAAA---GGG
sekvencia 4: ATCCT--AAATGGGC

Obr. 2.3: Viacnasobné globalne zarovnanie $tyroch DNA sekvencii

Kombinaciou tychto dvoch typov zarovnani je prave viacnasobné celogenémové za-
rovnanie. K celému genému referenéného organizmu sa teda ziskavaji zarovnania viace-
rych informantov. Dostaneme tak zarovnania jednotlivych podobnych tsekov a kedZe
zarovnavame genémy viacerych pribuznych organizmov, tak ndm zaroven podévaju
lepsiu informaciu o zarovnanych c¢astiach. Na vytvorenie viacnasobnych celogenémo-
vych zarovnani sa taktiez pouziva viacero algoritmov |3]. Zarovnania, s ktorymi sme

pracovali my v nasej praci, boli vytvorené programom Multiz [9].

2.4.3 Skorovanie zarovnani pri h'adani génov

V tejto praci nas bude predovsSetkym zaujimat, ako sa da informéacia ziskana z ce-
logenomovych zarovnani vyuZzit pri probléme hladania génov. Ak je DNA sekvencia
referencného organizmu génom, ktory koduje nejaky protein, tak s velkou pravdepo-
dobnostou buda dany gén obsahovat aj pribuzny informant. V koédujicich ¢astiach
DNA sekvencii preto dochadza k mutacidm v menSom mnozstve, alebo dochadza k
mutaciam kodoénov, pri ktorych sa nemeni kédujiica aminokyselina lebo to neovplyvni
vysledny protein, ktorého tvorba je v géne zakdédované. Na druhej strane v nekoéduju-
cich oblastiach DNA sekvencii ¢asto dochadza k mutaciam, ktoré by mohli zasadnym
sposobom menit $truktiru potencialneho kédovaného proteinu. Viacnasobné celoge-
némové zarovnania nam poskytuji informacie o predpokladanych mutéciach a preto
mozu pri predikcii génov sluzit ako externé data.

Lin a kol.[1] zistili, Ze pozorovanie frekvencie substiticii roznych kodonov (Codon
substitution frequency) v kodujtcich a nekodujtcich oblastiach moéze zvysit presnost
predikcie génov. Svoj pristup pouzili na DNA sekvencie musky Drosophila melanogaster
a viacnasobné celogenomové zarovnania dal$ich dvanéstich pribuznych druhov hmyzu.

Pomocou pozorovani znamych koédujucich a nekédujicich oblasti trénovacich sek-
vencii si vytvorili pre substitticie kodénov skdrovaciu tabulku. Hodnota skore pre substi-
ticiu potencialnych kodénov hovori ako ¢asto sa tato substiticia vyskytuje v koéduji-
cich oblastiach v porovnani s nekodujicimi. K vypoctu jednotlivych hodnot skérovace]
tabulky si natrénovali dve pomocné tabulky substiticii CSM© a CSM™ [2]. Hodnota
CSMy4 g predstavuje pravdepodobnost s akou sa kodén B vyskytuje v sekvencii in-
formanta, ak bol zarovnany s kodénom A referencného organizmu a zaroven A # B.
Teda

CSM 4 g = P(kodon informantaB | kodon ref. organizmuA, A # B)
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Na kodujacich a zvlast na nekodujicich castiach trénovacich sekvencii spoditali jed-
notlivé pravdepodobnosti zarovnania kodénov A a B, ktoré predstavuju jednotlivé
hodnoty tabulick CSM® (pre kodujtce oblasti) a CSM” (pre nekodujice oblasti).
Vysledni hodnotu skorovacej tabulky pre kodony A a B néasledne vyratali ako

| CSMS
0 - =
b osmy,

Skore pre kodony A a B je teda kladné, ak sa substiticia A,B vyskytovala ¢astejSie v
kodujucich tsekoch a zaporné, ak v nekodujucich tsekoch. Tymto spésobom vytvorili
pre kazdého informanta samostatni skérovaciu tabulku substitiucii kodonov.
Jednotlivym potencidlnym kodonom skiimanej sekvencie (i na komplementarnom
vlakne a vo vSetkych ¢itacich rAmcoch) potom priradili finalne skore, ktoré predstavo-
valo median skore substitiicii pre jednotlivé druhy hmyzu [2]. Tieto informacie vysledne
pouzili ako externi informéciu pre program na hladanie génov, pri¢com zaznamenali vy-
sokn uspesnost pri predpovedani uz znamych génov. Taktiez navrhli niekolko oprav v
referenc¢nej anotacii na zaklade novych predikcif svojho programu a ich experimentalne;j

verifikicie.
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Kapitola 3
Implementacia programu

Cielom tejto prace je implementovat do programu ExonHunter nového radcu, ktory
bude spractvat informéciu z celogenémovych zarovnani a jeho rady buda pomahat
programu ExonHunter pri predikcii. Ide o pridavny modul, ktory rozhodne, ktoré casti
skumanej sekvencie moézu byt kodujice alebo nekoddujice. Pri implementacii sme sa
rozhodli ingpirovat myslienkou z ¢lanku Lin a kol.[1], ktort sme opisali v predchadza-
jucej Casti textu.

Stcasné ¢asti programu ExonHunter, ktoré predspracovavaji externé informécie, st
implementované v programovacom jazyku Perl a preto sme sa ho rozhodli vyuzili i pri
tvorbe nasho nového radcu mafcesf. Modifikovali sme existujici modul program-wrapper
programu ExonHunter, ktory mé za tlohu spustat externé programy a modifikovat
ich predikcie do GTF formatu. My sme do tohto modulu pridali moznost vytvorit
externd informdciu z celogenémovych zarovnani. Hlavna cast vypoctu je vykonavana
v samostatnom Perl skripte compute mafesf.pl.

Na&§ program k svojej ¢innosti potrebuje niekolko vstupnych siborov: sekvencie ur-
¢ené na anotéciu, viacnasobné zarovnanie pokryvajuce anotované sekvencie (v naSom
pripade celogenémové zarovnanie), skorovacia tabulka a konfigura¢ny stubor s nastave-
niami.

Nag program najprv ku konkrétnej sekvencii vyextrahuje prislusna ¢ast zarovnania
a nasledne jednotlivym potencidlnym kodénom vo vSetkych ¢itacich rdmcoch priradi
podla skorovacej tabulky urcité skore. Podl'a hodnoty tohto skore sa jednotlivé kodény
prehlasia za kodujice alebo nekodujice a tato informéacia bude v podobe vystupného
siboru podana programu ExonHunter, ktory ju spolu s externymi informéciami od

ostatnych radcov vyuzije pri jeho predikcii.

3.1 Formaty stiborov

Program pracuje s viacerymi typmi stiborov. V nasledujicej casti popiseme formaty

vstupnych stiborov nagho programu i format jeho vystupu.
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3.1.1 FASTA

FASTA forméat sa pouziva na uchovavanie DNA a RNA sekvencii, alebo sekvencii ami-
nokyselin vytvarajicich bielkoviny. V jednom FASTA stibore mo6zu byt ulozZené viaceré
sekvencie, pricom kazdé zacina jednoriadkovou hlavickou. Tento popisny riadok moze
byt rozneho tvaru a je odlieny od zvySnych riadkov zac¢inajicim znakom ,,>“. Odpo-
raca sa, aby ziaden riadok nepresahoval dizku 80 znakov. Priklad sekvencie vo FASTA

formate uvadzame na obrazku 3.1.

>dm3:chr2L:1996774:+:-1
TTGGGAACGTGCTTGGCATTGCCAATGAGCCTTCATTTTGTCCGAGGCTTTGTCCTTGTC
CCAGGATGTTTATGGACTGAAAGCAATGCGAGATTTGCGATAATGAGTATGATAAACATT
TTTATGGCGGCAGGTGACAAACAAAGATAACCATCGGAAGGCATCTTTAAGGGAGAGGAA
GCCAGGAAATTATTCAACAAATGGGTGGCGGCTTAATTAATTTAGAGCTCTACTAATGTA
ATTAGAAAAGAAGATAGTCTAAGTACCAATATGCATACTT

Obr. 3.1: Sekvencia vo FASTA formate

V nasom programe pracujeme len s DNA sekvenciami a rozliSujeme pét druhov

znakov:

A — adenozin

C — cytozin
G — guanin
T — tymin

N — jedna z baz A,C,G,T (neznama baza)
FASTA stibory pouzivame v nafom programe na uloZzenie vstupnych sekvencii, ku

ktorym sa majua vytvorit predikcie kodujucich a nekédujicich oblasti.

Hlavicka sekvencie

Pre hlavi¢ky jednotlivych sekvencii vo FASTA stbore sme sa rozhodli pouzit format
ako v programe TBA (Threaded-Blockset Aligner)|9]. Hlavicka ma tvar:
>stringl:string2:anti:char:int2

e stringl — identifikdcia organizmu, obvykle meno druhu

e string2 — nazov kontigu (¢asti genému), v nasom pripade chromozomu

e intl — pozicia zac¢iatku sekvencie vzhladom na kontig, pozicie sa ¢isluju od 1
e char — rozlisuje, z ktorého vldkna sekvencia pochadza (, 4 alebo )

e int2 — dlzka celého kontigu alebo ,~1“ pre nedefinovani hodnotu
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Tento format ndm umoziuje mat vo FASTA subore len kratky tsek ur¢itého chromo-
zomu a pritom mat poznamenané, z ktorého miesta na chromozéme tento tsek po-
chadza. Tato informacia bude dolezita pri ziskavani zarovnani informantov k danému

aseku.

3.1.2 MAF

V naSom programe pracujeme s celogenémovymi zarovnaniami. Teda chceme k jed-
nému referenénému genému ziskat zarovnania genémov viacerych informantov. K to-
muto tcelu sme si zvolili format MAF (Multiple Alignment Format). Je to formét pre
viacnasobné zarovnania sekvencii, ktory zabezpecuje ukladat niekolko zarovnani pre
viacerych informantov v tvare, ktory je pomerne Tahko spracovatelny i ¢itatelny. Z
toho dovodu ho je mozné pouzit i na ukladanie celogenémovych zarovnani.

Subor je rozdeleny do blokov, ktoré si od seba oddelené prazdnym riadkom. Kazdy
blok predstavuje zarovnanie pre ur¢ity tsek referen¢ného genému. Dizka tychto zarov-
nani moze byt Tubovolna. V nagom pripade celogendémovych zarovnani je teda celoge-
n6émové zarovnanie tvorené zarovnaniami v jednotlivych blokoch. S takymito zarovna-
niami sme pracovali aj v siboroch, ktoré sme pouzivali, pricom boli bloky usporiadané
podla zaciatku v referencnej sekvencii.

Kazdé viacnasobné zarovnanie sa nachidza v samostatnom bloku, ktory zacina
,a‘-riadkom (riadok zacinajuci znakom ,a“) a obsahuje ,s“riadok (riadok zacinajtci
znakom ,8) pre kazdu sekvenciu vo viacndsobnom zarovnani. Prvy ,s“riadok v bloku
predstavuje sekvenciu referenéného organizmu, zvysné sekvencie jednotlivych informan-
tov. Niektoré druhy MAF suborov obsahuju aj iné typy riadkov, no tie na$ program
k predikcii nepotrebuje a preto st ignorované. Ukazka jedného bloku MAF siboru sa
nachidza na obrazku 3.2.

La“riadok sluzi na identifikidciu zaciatku nového bloku zarovnania. Taktiez sa tu
moze nachadzat informacia o hodnoteni zarovnania v tomto bloku, ktoré mu bolo
pridelené jeho tvorcom.

,s~riadky spolu s ,a“-riadkom definuja viacnasobné zarovnanie. ,s“-riadok pozostéava
z niekolkych zloziek, ktoré st od seba oddelené bielymi znakmi. Riadok je v tvare:

(src) (start) (size) (strand) (srcSize) (text)

o (src)
Néazov jednej zo zdrojovych sekvencii v zarovnani. Casto sa pouziva tvar ,orga-

nizmus.chromozom®.

e (start)

Zaciatok zarovnaného useku zdrojovej sekvencie. Cisluje sa od 0.

o (size)

Velkost zarovnanej oblasti. Ur¢uje pocet baz v polozke (text).
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e (strand)
Urcuje, ktoré z vlaken (,,+ alebo ,-*) bolo zarovnané. Tato informéacia je pre nasu

predikciu nepodstatna.

o (srcSize)

Celkova velkost zdrojovej sekvencie, nie len velkost zarovnanej oblasti.

o (text)
Nukleotidy (alebo aminokyseliny) v zarovnani spolu s pripadnymi inzerciami
(znak pomlcky ,-).

a score=14268.000000

s dm3.chr2L 2420 33 + 23011544  CAACCCAAAATGGTGGCGGATGAACGAGATGAT
s droSiml.chr3R 427 33 - 27517382 caacccaaaatggcggcggacgaacgagatgac
i droSiml.chr3R C 0 I 5515

s droSecl.super_14 1331 23 + 2068291 ccacacataatggcggcgtacga----------
i droSecl.super_14 COTI 26

s droYak2.chr3R 2895 33 - 28832112  CAATTCAAAATGGAGGTGATCGAAAGAGAGGGA
i droYak2.chr3R I1CO

s droWill.scaffold_189243 390 33 + 1422  caacccaaaatggtggcggatgaacgagatgat
i droWill.scaffold_189243 C 0 C 0

Obr. 3.2: Blok viacnasobného zarovnania vo formate MAF

3.1.3 GTF

GTF je skratka pre Gene Transfer Format. Vznikol na zéklade forméatu GFF (General
Feature Format) a pouZiva sa na anotaciu sekvencii. Anotéacia, ktora bola vytvorena
nasim programom, bola zapisana prave v GTF forméte. Taktiez i celkové predikcie
programu ExonHunter (vid. sekcia 2.3.1) sa zapisuji v tomto forméte.

Kazdy riadok v GTF formate predstavuje jeden zaznam pre ¢ast sekvencie a po-
zostava z O6smich povinnych poloziek a z nepovinného zoznamu atribitov a poznamok.
Struktira jedného riadku v GTF forméte je:

(seqname) (source) (feature) (start) (end) (score) (strand) (frame) [attributes| [comments|

Jednotlivé polozky st oddelené jednym tabuladtorom a ziadnymi bielymi znakmi.

Polozky st definované nasledovne:

e (seqname)
Meno sekvencie. Zvycajne je to ID chromozému alebo ID c¢asti DNA. V nasom
programe sme za meno sekvencie povazovali jej popis v TBA formaéte, ktory sme
popisali v sekcii 3.1.1

e (source)
Polozka zdroja, obsahuje nazov programu alebo verejnej databazy, odkial dané

anotacia pochadza. V nasom programe na tomto mieste uviadzame mafesf
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(feature)
Typ zadznamu. Ocakavané st typy ako napr. ,,CDS*, jstart codon®, ,stop codon®,

sexon“. Na§ program vypisuje dva typy zaznamov:

— ,CDS* pre kodujice useky

— ,honcoding” pre nekodujice tseky

(start) (end)
Celé ¢islo udévajuce relativny zaciatok a koniec danej ¢asti sekvencie vzhladom
na zaciatok sekvencie pomenovanej v (seqname), (start) musi byt mensie alebo

rovné (end). Cisluje sa od 1.

(score)
Skore predstavuje stupenn spolahlivosti s akou mozno usek povazovat za typ

(feature). Vieobecne plati: Cim vys§ia hodnota, tym skor je dany tsek (feature).

(strand)

Moze nadobudat hodnoty ,+“, ,-“ alebo znak bodky ,.“ ak je hodnota neznama
alebo je tato informécia nepodstatna. Urcuje, ¢i sa anotovana oblast nachadza
na danom vldkne (moznost ,+“) alebo na opa¢nom komplementarnom vlakne
(moznost ,~“). Ak je teda vlakno ,-“ tak prva baza regionu je komplementarna
baza k baze na pozicii (end), kedZze anotovana oblast za¢ina na pozicii (end) a

kon¢i na (start) na opa¢nom vlakne.

(frame)

0 znamend, Ze anotovana oblast zac¢ina celym kodénom na mieste prvej bazy
oblasti. 1 znamené, Ze pred prvym anotovanym kodonom sa nachadza navyse
jedna bazal, tj. druh4 baza regiénu predstavuje prvii bazu kodénu a 2 znamena,

7e tretia baza regionu je prvou bazou kodénu anotovanej oblasti.

[attributes]
Predstavuje rozne atribuity anotovanej oblasti. V nasom programe tito polozku

vynechavame.

3.1.4 Skérovacia tabulka

N4as program pri skorovani pouziva skorovaciu tabulku, ktord nacita z jednoduchého
textového stboru. Tabulka udava aké skore ma byt pridelené substiticii kodonu A na
kodon B.

Kazdy riadok stboru pozostava z troch stIpcov. V prvom stipei sa nachadza kodon

A v

druhom stlpci kodén B a v tretom sa definuje skore pre dant substiticiu. Ak

ITretia baza predchadzajiceho kodénu
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je substitiicia povazovana za substiticiu v kédujucej oblasti, tak je skore kladné. Ak

je substiticia typickejsia pre nekodujice oblasti, tak sa jej v tabulke priradi skore

Zaporneé.

3.1.5 Konfigurac¢ny stibor

V konfigura¢nom stibore st uchované nastavenia pre nas program. Udaje st ulozené v

Standardnom Unix-ovom konfigura¢nom forméte, tj. obsahuje riadky
PREMENNA = HODNOTA a riadky s komentarom za¢inajice ivodnym znakom ,#*.

Na obrazku 3.3 vidime ukazku konfigura¢ného stboru. V stbore s nastavené hodnoty

uvedenych premennych:

WINDOW - velkost okna
Zvolena velkost okna, ktorému bude pridelované skore. Jeho velkost musi byt v
tvare 3k + 2, aby bol pocet potencialnych kodénov vo vSetkych ¢itacich ramcoch

rovnaky (teda rovny k). Jeho presné vyuZitie je vysvetlené v sekcii 3.2.3

MIN SCORE - dolna hranica skore okna pre kodujicu oblast
Kladné ¢islo, oknéa s aspon takouto hodnotou sa budu povazovat za kodujuce

okna

MAX SCORE — dolna hranica skore okna pre nekoédujicu oblast
Zéaporné ¢islo, oknéd ohodnotené hodnotou skére MAX SCORE a menej sa budu

povazovat za okna nekodujicej oblasti

dvojica INFORMANT MATRIX a INFORMANT WEIGHT

Pre kazdého informanta INFORMANT, ktorého zarovnanie chceme zohl'adnit pri
predikcii, obsahuje hodnota INFORMANT  MATRIX cestu k skorovacej tabulke.
Hodnota premennej INFORMANT WEIGHT urcuje vahu daného informanta
pri predikeii.
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# window size
WINDOW = 92

# X
MIN_SCORE
#Y
MAX_SCORE

1.4

-0.3

DROERE2_WEIGHT = 1
DROERE2_MATRIX = matrixl.txt

DROSIM1_WEIGHT = 0.8
DROSIM1_MATRIX = matrix2.txt

DROANA3_WEIGHT = 0.7
DROANA3_MATRIX = matrix3.txt

DP4_WEIGHT
DP4_MATRIX

1
matrix4.txt

Obr. 3.3: Ukazka konfigura¢ného stiboru

3.2 Popis algoritmu

Po tspesnom nacitani konfigura¢ného stiboru je potrebné nacitat vstupny FASTA si-
bor, ktory obsahuje niekol'ko sekvencii (vid. 3.1.1). Kazda sekvencia sa nasledne samos-
tatne spraciva, preto sa budeme dalej v texte venovat len spracovaniu jednej sekvencie.
Nizsie uvedeny postup sa nasledne aplikuje na kazda sekvenciu jednotlivo.

Oznacéme si spracovavani sekvenciu pismenom S a nech mé dlzku n. Teda

S = {Si}?zl

a je to ur¢ita ¢ast DNA referen¢ného organizmu, ktorého nazov je zakdédovany v mene
sekvencie, v TBA formate (3.1.1).

Samotné spracovanie S mozno rozdelit do dvoch ¢asti. V prvej Casti programu sa
pre sekvenciu S ziska tabulka zarovnani informantov ku sekvencii S. V druhej ¢asti sa
na nej nasledne vyrataja Statistiky podobné statistikim z ¢lanku Lin a kol.[1], ktoré
sme opisali v sekcii 2.4.3. Podl'a nich sa potom niektoré ¢asti S prehlasia za kodujuce

alebo nekoédujice useky.

3.2.1 Ziskanie zarovnania

Cielom prvej Casti je ziskat ku sekvencii S zarovnania sekvencii od informantov uve-
denych v konfigura¢nom stibore (3.1.5).

V mene sekvencie je zakodované jej poloha v genoéme. Podl'a nej vieme vyextrahovat
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prislusni ¢ast zarovnania z MAF stuboru. MAF stubor pozostava z blokov, ktorych tvar
sme presne popisali v sekcii 3.1.2. V stibore teda nadjdeme prvy relevantny blok, v
ktorom zacina zarovnanie pre S a postupne z d'alSich blokov ziskavame zarovnania az
kym nenaplnime celi tabulku zarovnani pre sekvenciu S. Tymto spésobom moZeme
postupovat, lebo bloky v MAF stbore st utriedené podla zaciatku (vid. popis MAF
stiboru v sekcii 3.1.2).

Na&§ program vytvori tabulku, ktorej kazdy riadok predstavuje zarovnanie pre kon-
krétny organizmus. Je dolezité si uvedomit, ze vSetky riadky tabulky s rovnako dlhé,
ale zaroven mozu byt dlhsie nez samotné sekvencia S, lebo do sekvencie S moze byt
potrebné povkladat pomlcky na miestach, kde nastala delécia v sekvencii referen¢ného
organizmu alebo inzercia v sekvencii niektorého informanta.

Pri vypliani tabulky so zarovnaniami sme museli riesit niekolko problémov, z kto-

rych niektoré uvedieme:

e Stubor s viacnasobnymi celogenémovymi zarovnaniami je rozdeleny do blokov,
ktoré ale nemusia nutne pokryvat celi sekvenciu S. Teda pre sekvenciu S mézu
existovat useky, pre ktoré zarovnanie v MAF stbore neexistuje. Tieto tiseky sme

[44

v nasej tabulke vyplnili znakom .-, ktory v zarovnaniach Standardne predstavuje

symbol pre inzerciu alebo deléciu.

e V jednom bloku sa nemusia nachadzat zarovnania vSetkych informantov. Teda
samotné zarovnanie informanta I nemusi pokryvat vSetky tseky sekvencie S,
ktoré su pokryté MAF suborom. Této situdcia bola taktiez vyrieSena znakom ,-

pre nedefinované tiseky zarovnania informanta I.

Vysledkom je vyplnena tabulka so zarovnaniami informantov ku sekvencii S, podla

ktorej sa moze v dalsich krokoch realizovat samotny vypocet.

3.2.2 Vypocet skére kodénu

Po vytvoreni tabulky so zarovnaniami pre sekvenciu S sa spusti druhé ¢ast programu,
ktorej cielom je rozhodnit, ¢i moZno niektoré ¢asti S povazovat za kodujice alebo
nekodujice. Zakladnym krokom nasho algoritmu je priradit kazdej trojici pismen v
S skore, ktoré vyjadruje, ¢i sa moze jednat o kodujucu alebo nekdédujicu oblast. V
nasledujicom texte opiSeme, ako toto priradenie realizujeme.

Nech A je nejaky potencidlny kodén zo sekvencie S, tj. A je trojprvkova suvisla
podpostupnost baz postupnosti S. Z tabulky zarovnani, ktorej vytvorenie sme opisali
v predchadzajicej sekcii, vieme pre konkrétneho informanta I vybrat trojprvkovi pod-
postupnost hodnot By € {A,C,G,T, N, —}, ktora prislicha potencidlnemu kodénu A.
Teda v tabulke so zarovnaniami vyberieme z riadku informanta I hodnoty, ktoré sa v

tom istom stipci ako jednotlivé bazy kodénu A.
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Zakladnou ¢astou myslienky nasho algoritmu je prave priradenie skore Sub(A, By)
substiticii medzi A a By. Pri priradovani tohto skore postupujeme ako v ¢lanku Lin a

kol.[1]. Rozlisujeme $tyri moznosti:

e u informanta I doglo k inzercii
Moze nastat pripad, Ze u informanta I doSlo na mieste prave spracovavaného
kodonu A k inzercii (obr. 3.4). To znamen4, Ze na danom mieste nastala velka
zmena a preto tento pripad povazujeme v koédujicej oblasti za neziaduci. Preto
pre informanta I priradime hodnotu Sub(A, By) :=0

e B; obsahuje znak ,-“

Na pozicii kodéonu A mohlo u informanta I dojst k delécii. V tomto pripade
priradime Sub(A, By) := 0

e aspon jeden z A alebo By obsahuje znak ,N“
Pri sekvenovani referen¢ného organizmu alebo informanta mohlo dojst k chybe.

Nevieme teda akd baza sa na danej pozicii nachadza, priradime Sub(A, By) := 0

e A aj By obsahujua len znaky baz ,A“ G ,C“ ,T¢
V tomto pripade st A aj By regulérne kodény a hodnotu pre tito substiticiu
vieme zistit zo skorovacej tabulky (3.1.4). Skore Sub(A, By) ziskame vynasobenim

tohto ¢isla prislusnou vahou pre informanta I, ktort sme ziskali z konfigura¢ného
stboru (3.1.5).

Referenény organizmus T - - G C Referenény organizmus T - - G C
Informant TAGGA Informant T--GA
(a) Doslo k inzercii u informanta (b) Nedoslo k inzercii
Priradi sa skére nula Skore sa priradi §tandardne

Obr. 3.4: Inzercia v kod6ne

Vysledné celkové skore Score(A) kodénu A nésledne vypocitame ako priemerné
skore vSetkych informantov. Teda
X, Sub(A, By,)

Score(A) p- ,

kde m je pocet informantov.
Podobnym sp6sobom skoérujeme potencialny kodén i na komplementarnom vlakne.
Tento potencialny kodoén i k nemu prislichajice B; vytvorime jeho komplementom a

oto¢enim (vid. 1.1).
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3.2.3 Vypocet skére okna a predikcia

V predchadzajicej ¢asti sme opisali, ako priradit potencidlnemu kodonu skére. Jedna
trojica baz ale nema dostato¢ne velku vypovedni hodnotu o tom, ¢i sa nachadza v
kodujucej alebo nekodujicej oblasti. Checeme ich preto spajat do vicsich usekov, aby
sme vedeli rozhodnut jednoznac¢ne. Velkost tychto usekov je nastavené v konfigura¢nom
stibore premennou WINDOW (vid. 3.1.5).
Nech S%, je stivisla podpostupnost postupnosti S, pri¢om Si, ma dlzku W a zacina
na i-tej pozicii postupnosti S. Nagim cielom je pridelit kaZzdej stvislej podpostupnosti
i skore pre vsetkych 6 ¢itacich ramcov. Toto skore bude priemerom hodnot skore
jednotlivych kodénov tejto postupnosti pre dany ¢itaci ramec. Hodnota parametra W
bola nastavena podla hodnoty premennej WINDOW ziskanej z konfigura¢ného suboru.
Pre zjednodusenie budeme v nasledujicom texte podpostupnost S}, oznacovat pojmom
okno a W bude predstavovat velkost okna.
Okn4 v naSom programe skérujeme iterativne zlava doprava, pricom kvoli efektiv-
nosti pri spracovani okna zac¢inajiceho na pozicii ¢ pouzijeme ¢ast hodnot vypocitanych
pre okno pred nim. Najprv si povieme, ¢o vSetko je potrebné pre vypocitanie skore jed-

ného okna Sj;, a potom vysvetlime toto zrychlenie.

Spracovanie jedného okna

K tomu, aby sme vedeli oknu pridelit skore, potrebujeme pre dané okno vyextrahovat
prislugna cast tabulky so zarovnaniami. Ako sme uz vysvetlili v sekcii 3.2.1, tato ¢ast
tabulky zarovnani méze mat dlzku vicsiu nez W, lebo u niektorého z informantov
mohlo na mieste okna dojst k inzercii. Pre jednotlivé bazy okna S}, teda potrebujeme
uréit ich poziciu (&islo stipca) v tabulke so zarovnaniami k S. Tieto pozicie si ulozime do
pola pozicii p, pricom p[j] je pozicia j-tej bazy v tabulke zarovnani. Kodon referenéného
organizmu zac¢inajici na pozicii j v sekvencii S je teda v tabulke postupnost baz na
poziciach p[j], p[j + 1] a p[j +2].

Druhy typ informéacie potrebnej k ohodnoteniu okna je pridelenie skére kodénom
okna Sj, v jednotlivych &itacich rdmcoch. Vytvorili sme si teda polia cod _score a
revcod__score, v ktorych budeme uchovavat hodnoty skore pre kodoény ¢itacich ramcov,
pricom cod_ scorelj] je skore kodonu za¢inajiceho v S na pozicii j a revcod _score[j]
skore kodonu reverzného komplementarneho ku kodénu na pozicii j.

Ako bolo povedané v ¢asti 3.1.5, dlzka okna je W = 3k + 2, pricom k je pocet
kodénov v okne Si, vo vSetkych ¢itacich ramcoch. Kodony okna S%, prislichajice
¢itaciemu ramcu r = 0 zacinaju v sekvencii S na poziciach i, + 3,746, ...i + 3(k — 1).
Kodoény prislachajice ¢itaciemu rdmcu » = 1 kodoény na poziciach ¢ + 1,7 + 4,7 +
7,..0 471+ 3(k—1) a ¢itaciemu ramcu r = 2 kodony zalinajice v S na pozicidch

i+2,i4+5,i+8,...i+r+ 3(k —1). Pre reverzné ¢itacie ramce 3,4,5 vytvorime kodony

22



z kodonov &tacich rdamcov 0,1,2 ? ako reverzné komplementarne (vid 1.1).

T’.
1
Sty

kodonov v danom ¢éitacom ramci 7.

Finalne skore score,, okna Sy, pre ¢itaci rAmec r vypocitame ako priemerné skore

Teda pre ¢itacie ramee r € {0, 1,2} plati

Z?;& cod__scoreli +r + 3k]
k

T —
scoreg; =
A pre reverzné ¢itacie ramce r € {3,4,5} plati

Zf;é reveod_scoreli + (r — 3) + 3k]
k

scoregév =

Efektivne postivanie okna

Vyssie uvedenym postupom vieme vypoditat prvky pola pozicii p, prvky poli cod _score
a revcod__score a taktiez vysledné skore scoreggv prvého okna S, pre vietky ¢itacie
ramce r. Pre dalsie okna tuto informéciu znovu pouZijeme.

Ak mame vyratané skore pre okno Sy, tak dalsie okno, ktoré potrebujeme spraco-
vat je okno S{;ﬁ‘g. Pre kazdy c¢itaci ramec plati, ze kodony okna Sf;:g vznikli odstranenim
prvého kodonu v Sf, a pridanim jedného kodonu na koniec. Teda polia p, cod _score
a revcod_score nemusime celé nanovo vyplhat, ale sta¢i len upravit ich hodnoty zo
spracovania predchadzajiceho okna. V poliach odstranime prvé tri hodnoty a dopodi-
tame posledné tri. V naSom programe sme teda na vSetky tri polia 3-krat aplikovali
shift pola dolava a na koniec pridali novovypocitané hodnoty. Casova zlozitost tejto
operacie v programovacom jazyku Perl, v ktorom je n&s program naprogramovany, ne-
zéavisi od dlzky pola, ale sa vykona v konstantnom ¢ase, a preto sme si jej pouzitie
mohli dovolit.

Taktiez celkové skoére okna SCOT€\;.s Vieme vypocitat z hodnoty skore predchidza-
w

r

juceho okna scorey, . Preto sa teda celé spracovanie okna realizuje v konstantnom
w

c¢ase.

Predikcia

r .
Siy?
stavuje priemerné skoére kodénu v danom okne a c¢itacom ramci. Nasledne prebieha

Kazdému ¢itaciemu ramcu r okna Si, sme teda priradili skore score ktoré pred-
rozhodovanie, & mo7no okno Si, povazovat za oblast kodujicu, nekodujicu, alebo za

oblast, pre ktort nevieme rozhodnit. Citlivost predikcie je regulovana parametrami
MIN SCORE a MAX SCORE z konfigura¢ného stboru.

2V tomto poradi, tj. z kodénov pre &itaci ramec 0 kodény ramca 3, z kodénov pre &itaci ramec 1
kodony ramca 4 atd.
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Oblast Si, povazujeme v ¢itacom ramci r za kodujicu, ak je skore tejto oblasti as-
pon také ako MIN SCORE. Na druhej strane, ak je skore vo v8etkych ¢itacich ramcoch
mensie alebo rovné MAX SCORE, tak sa oblast povazuje za nekoédujicu. Nasledne
vypiSeme na vystup predikciu v GTF formate (3.1.3), pricom jednotlivé polozky na-

stavime v pozadovanom tvare.

< start > =1

<end>:=1+W -1
e scorey; > MIN_SCORE — kédujiica oblast
w
< feature >:=CDS

T
i
SW

Polozky < strand > a < frame > sa nastavia na pozadované hodnoty podla r.

< score >:= score

o Vr: scorely; < MAX SCORE - nekoédujicu oblast
w
< feature >:= noncoding
< score >:= max{scorey, |r€{0,1,2,3,4,5}}
w

Polozky < strand > a < frame > zostani nedefinované (symbol ,.“).

Po vykonani horeuvedeného postupu pre vSetky okna sekvencie S je vystupom

zoznam vsetkych najdenych kodujicich a nekédujicich oblasti S v GTF formate.

3.3 Rozsirenia zikladného algoritmu

Okrem samotného algoritmu na predikciu kédujicich a nekédujtcich oblasti sme do
nasho programu implementovali aj metody, ktoré zabezpecuja zrychlenie programu,
alebo upravuju vystup do lepsej podoby.

3.3.1 Indexovanie

Jeden MAF sibor s viacnasobnymi celogenomovymi zarovnaniami je pomerne velky.
Ako priklad uvedieme, Ze pre nami testovany organizmus Drosophila melanogaster mé
MAF stbor pre jeden chromozém velkost véicsiu nez 500MB.

Ak vstupny FASTA siubor obsahuje m sekvencii, tak pre kazda z nich musime v
MAF subore najst zarovnanie. Napriek informacii, ze bloky v MAF stbore st uspo-
riadané podla zaciatku, to v najhorSom pripade znamena, 7Ze budeme musiet precitat
cely subor az m-kréat.

7 tohto ddvodu sme sa rozhodli pre kazdy MAF sibor vytvorit indexovy stbor,
ktory pozostava z dvoch stipcov. V prvom stipci sa nachadza pozicia = v sekvencii
referenéného genomu a v druhom stlpci pozicia p v MAF stbore, na ktort mozeme

skocit, ak chceme nacitat zarovnanie pre sekvenciu, ktora zac¢ina najskor na pozicii .
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Hodnota p ukazuje na prvy blok v MAF stubore, ktory konéi za hranicou x. Pozicie x
vypisujeme s krokom k£ = 5000, tj. sibor obsahuje riadky pre x = 0, k, 2k, ....

Ak sme teda z hlavicky vo FASTA stbore zistili, Zze sekvencia S za¢ina na pozicii
2/, tak nam staci zacat ¢itat MAF subor od pozicie p, ktora je uvedena v indexovom

stbore pri ¢isle z = 2’ — (2’ mod k), tj.
T = Kimaz; imar = max{i | ki <2’}

Indexovy stibor vytvorime jednym prechodom MAF siboru pri jeho prvom pouziti, pri
dalgich pouzitiach binarnym vyhTaddvanim najdeme vhodnt dvojicu (z,p) a ¢itame z
MAF stuboru od pozicie p az kym nendjdeme prvy blok obsahujici zaciatok S. Tymto
mechanizmom namiesto ¢itania celého MAF suboru potrebujeme precitat iba tie bloky,
ktoré sa bud prekryvaji so skiimanou sekvenciou S alebo s oknom dizky najviac k pred

jej zaciatkom.

3.3.2 Spajanie intervalov

V sekcii 3.2.3 sme opisali, ako sa pre okno rozhodne, ¢i ho mozno povazovat za kodujice
alebo nekodujice. Nasledne sme informécie o okne spolu s hodnotou skoére vypisali
na vystup v GTF forméate. Nevyhodou tohto rieSenia je, 7ze sa vypisuje vzdy novy
zdznam o kazdom okne Sj,. Rozhodli sme sa teda implementovat algoritmus, ktory
bude prekryvajice sa okna v rovnakom ¢itacom ramci spajat a vypise v GTF forméate
informécie pre vysledné dlhsie okno, ktoré vzniklo zjednotenim tychto okien. NajhorSie
skore spomedzi vSetkych prekryvajicich sa okien, bude predstavovat aj findlne skore
pre vysledné okno (aby sa dodrzalo pravidlo, Ze vSetky okna maja aspon také skore).

Rozdelili sme si teda jednotlivé okné (identifikované zaciatkom, koncom, ¢itacim
ramcom a hodnotou skore) do §iestich skupin podla ¢itacich ramcov, pricom v kazdej
skupine boli usporiadané podla zaciatku (v tomto poradi boli ziskavané, takze ich
nebolo nutné triedit). Na kazda skupinu sme nésledne aplikovali rovnaky postup, pri
ktorom sme postupne spraciivali jednotlivé okna v poradi. Po nacitani prvého okna O
sme vytvorili pomocné pole p, ktoré malo dlzku rovni dizke okna O a do jednotlivych
policok p[i] sme ulozili hodnotu skore okna O. Potom sme nacitali dalsie okno O’ a

overili, ¢ sa prekryva s oknom O.

e Ak ano, tak sme zvicsili dfzku pola p o vy¢nievajici usek a upravili prisluchajice
hodnoty pli] pre okno O' na maximum povodnej hodnoty a hodnoty skore O'.
Nasledne sme okno zjednotenia O a O" oznadili ako O a pokracovali nacitanim
nasledujiceho okna O (obr. 3.5).

e Ak nie, tak sme jednotlivé idaje o okne zjednotenia O a hodnoty p[i] ulozili a

postupovali, akoby sme prave nacitali prvé okno.
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‘ skore okna = 1 ‘

‘ skore okna = 2 ‘

‘ skdore okna = 3 ‘ ~ ‘ 1 I 2 I 3 I 2 I 1

‘ skore okna = 2 ‘

‘ skére okna = 1 ‘

Obr. 3.5: Spajanie prekryvajicich sa okien v rovnakych ¢itacich ramcoch do okna zjed-
notenia. Vysledkom je pole s maximalnymi hodnotami skoére pre jednotlivé tseky a
informéacia o pozicii okna zjednotenia.

Takto sme z viacerych prekryvajucich sa okien vytvorili jedno okno zjednotenia,
ktorému sme pridelili najhorSie skore, ktoré obsahuje a vypisali na vystup v GTF
forméate. Ak by sa ale v tomto okne nachadzala aj oblast s veImi vysokym skore, tak
by sme tuto informéciu stratili. Preto sme eSte néasledne postupne prechadzali polom
p od kazdej pozicie j a vypisali tsek, v ktorom hodnota neklesla pod p[j] (obr. 3.6).
Citanie od pozicie j sme presko¢ili, ak plj] < plj — 1], lebo pripadné najdené okno uz
bolo zahrnuté v predchadzajicom. Tymto postupom sme efektivne vyriesili problém

mnohych prekryvajicich sa okien a nestratili sme informéaciu o lepsich oknéch.

ENEY ; [211] ~ | 2 |

| 3 |

Obr. 3.6: Priklad zoznamu intervalov vypisanych do GTF siboru pre jedno okno zjed-
notenia. Udaj o samotnom okne zjednotenia a jeho rozdelenie na jednotlivé useky za
ucelom poskytnutia informacie aj o Castiach s vyssim skore.
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Kapitola 4

Vysledky

Po doplneni nasho modulu do programu ExonHunter, ktory sluzi ako jeho radca, sme
sa ho rozhodli testovat na testovacich sekvenciach. Aktualna anotacia genému octovej
musky Drosophila melanogaster sa v sucastnosti povazuje za pomerne presni a preto
sme mohli tspeSnost naSich vysledkov vyhodnotit. Samotnému testovaniu presnosti
predikcii predchadzal vyber vhodnych konfigura¢nych nastaveni, ktory moze vyrazne

ovplyvnit namerané vysledky.

4.1 Pouzité data

V naSej praci sme pouzivali dve rozdielne sady dat, trénovacie a testovacie, ktoré sme
ziskali z databazy UCSC Genome Browser [10]. Obe sady obsahovali niekolko DNA
sekvencii dlzky dva miliény baz, ktoré pochadzali od octovej musky Drosophila mela-
nogaster z chromozémov chr2L a chr2R. Trénovacie data pozostavali spolu z péatnastich
sekvencii (Sest z chromozoému chr2L a devit z chromozomu chr2R). Testovacie data boli
tvorené osmimi sekvenciami (Sest z chromozému chr2l a dve z chromozému chr2R).
Referenc¢né anotacie pre trénovacie i testovacie sekvencie sme ziskali z databazy RefSeq
umiestnenej na NCBI [13].

Viacnasobné celogendémové zarovnania sme taktiez ziskali z UCSC Genome Browser
a boli vytvorené programom Multiz [9]. K referen¢nému genému musky Drosophila me-
lanogaster boli zarovnané gen6my nasledujicich druhov hmyzu: Drosophila simulans,
Drosophila sechellia, Drosophila yakuba, Drosophila erecta, Drosophila ananassae, Dro-
sophila preudoobscura, Drosophila persimilis, Drosophila virilis, Drosophila mojavensis,
Drosophila grimshawi, Drosophila willistoni, Anopheles gambiae, Anopheles mellifera,

Tribolium castaneum.
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4.2 VolI'ba konfigura¢nych nastaveni

V konfigura¢nom stibore si uzivatel nastavuje parametre, ktoré buda ovplyviiovat vy-
pocet nagho programu. UZivatel musi taktieZ vytvorit skorovaciu tabulku, podla ktorej
sa priradi substiticii kodénov hodnota skore. V nasledujicom texte sa budeme venovat

tomu, aké nastavenia sme pouzivali pri testovani a ako sme ich volili.

4.2.1 Skoérovacia tabulka

Kedze Lin a kol.[1] nespristupnili skorovaciu tabulku, s ktorou svoje predikcie vykona-
vali, museli sme si vytvorit vlastni. Pre naSe testovacie ticely sme si vytvorili len vel'mi
jednoduchu tabulku, ktora bola pre vSetkych informantov jednotna. Taktiez sme igno-
rovali pribuznosti jednotlivych organizmov a preto sme jej vahu pre vSetky organizmy
zvolili 1.

Samotnt tabulku hodnét skore pre substitiicie kodonov sme vytvorili podla jedno-
duchych zavislosti. Nech je kodon A substituovany kodénom B a Sub(A, B) je hodnota

skore priradend tejto substiticii. RozlisSovali sme S$tyri moznosti:

e ak A = B, tak Sub(A, B) :=0
Ak st dva zarovnavané kodony zhodné, nedoslo k ziadnej substiticii a preto
neméame informéciu o tom, ¢i ide o kodujuci alebo nekédujtci tsek. Z toho dovodu

sme v tomto pripade zvolili skore pre substiticiu rovné nule.

e ak A koduje rovnaki aminokyselinu ako B, tak Sub(A, B) := 10
Ak substiticia kodénov nemeni kédovana aminokyselina, nezmeni sa ani vysledné
bielkovina, ktorad bola pomocou nej kédovana. Da sa preto predpokladat, ze sa

jedna o kodujicu oblast. Preto sme zvolili kladné skore.

e ak A koduje int aminokyselinu ako B, tak Sub(A, B) := —10
Zmenou aminokyseliny v bielkovine sa vi¢Sinou meni i tvar bielkoviny a teda i
jej funkcia. Preto sa takéto substiticie deju v kddujucich oblastiach menej a su

bezné pre nekddujice oblasti. Zvolili sme preto pre tito moznost skore zaporné.

e ak prave jeden z A a B je Stop kodon, tak Sub(A, B) := —50
Zmenou jedného kodonu kodujiceho aminokyselinu na Stop kodén (a naopak)
sa meni i dlzka kodovanej aminokyseliny a preto st takéto substittcie v koduji-
cich oblastiach zvécsa velmi neziadice. VoIba eSte menSieho zéaporného ¢isla sa

intuitivne ukazuje spravna.

4.2.2 Velkost okna a prahy citlivosti

S vol'bou velkosti okna a hodnotami MAX SCORE a MIN _SCORE je to menej intu-

itivne a ich hodnoty mézu v istej miere zavisiet od konkrétneho referenéného organizmu.
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Napriklad idealne zvolena velkost okna priamo zavisi od dlzky kodujucich oblasti pre
dany organizmus. Rozhodli sme sa teda testovat rozne nastavenia programu na tréno-
vacich sekvenciach.

Pri zistovani vhodnych nastaveni hodnot parametrov WINDOW, MAX SCORE a
MIN SCORE sme sa zaujimali o senzitivitu a Specificitu nasich predikcii pre jednotlivé
bazy skiimanej sekvencie, pricom sme pouzivali Standardné definicie:

e # spréavne predikovanych
senzitivita =

# spravne predikovanych + # nepredikovanych

e # spravne predikovanych
Specificita =

# spravne predikovanych + # nespravne predikovanych

V pripade skiimania kodujtcich tsekov sme bazu povazovali sa sprdavne predikovanii,
ak ju nas program prehlasil v konkrétnom ¢itacom rameci r a na konkrétnom vlakne v
(+ alebo -) za bazu v kodujticej oblasti a zaroven tato baza aj skuto¢ne bola v ramci
r a na vlakne v koédujaca. Za nesprdvne predikovani bola povazovana baza, ktoru
program prehlasil v ¢itacom ramci r a na vlakne v za kédujicu, no v skuto¢nosti sa v
kodujicej oblasti nenachadzala, alebo nachadzala, ale v inom ¢itacom rameci alebo na
inom vlakne. Kategoriu nepredikovanijch bdz tvorili vSetky tie bazy, ktoré sa nachédzali
v kodujucich oblastiach, no nas program ich nepredikoval, alebo predikoval nespravne.
V pripade pozorovania nekédujicich tisekov sme postupovali analogicky.

Z vyznamu MIN _SCORE a MAX SCORE a definovania senzitivity a Specificity je
zrejmé, ze sme sa mohli samostatne zaoberat predikciou kodujicich a nekédujicich ob-
lasti. Program sme spustali pre rozne nastavenia parametrov WINDOW, MIN SCORE
a MAX SCORE a vyratali sme hodnoty:

Sneps(WINDOW, MIN SCORE), Spcps(WINDOW, MIN SCORE)
Stnoncoding( WINDOW, MAX _SCORE), Spnoncoding(WINDOW, MAX SCORE)

Pri hfadani vhodnych nastaveni sme sledovali priemerné hodnoty senzitivity a Spe-

cificity. Teda hodnoty
Sncps + Speps
2

Snnoncoding + Spnoncodmg

2
Na obrazku 4.1a si znézornené priemerné hodnoty kodujicich oblasti pre nie-

Avgeps ==

Avgnoncoding =

ktoré nastavenia MIN SCORE. Podobne na obrazku 4.1b sa nachadzaju priemerné
hodnoty nekédujtcich oblasti pre nastavenia MAX SCORE. Pomocou tychto pozo-
rovani sme zvolili nastavenia parametrov WINDOW = 128, MIN SCORE = 1.2 a
MAX SCORE = —0.5, ktoré by mali dosahovat dobré vysledky i na testovacich DNA

sekvenciach musky Drosophila melanogaster.
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Obr. 4.1: Priemerné hodnoty senzitivity a $pecificity pre rozne hodnoty MIN SCORE
a MAX SCORE uvedené v legende tabuliek.

4.2.3 Vyuzitie informacie ExonHunter-om

Nasledne prebehlo trénovanie programu ExonHunter, ktoré mé za tlohu zistit pravde-
podobnost, Ze je radca spravny a podla nej ho budt rady nésho radcu ovplyviovat. Na
trénovanie bol pouzity vysledny GTF siabor s vysledkom nasho algoritmu pre tréno-
vacie sekvencie s nastaveniami, ktorych ziskanie sme opisali v predchadzajicom texte.
Intervaly z nasho GTF stboru boli spracovavané existujicimi skriptami v programe
ExonHunter a po natrénovani bol program ExonHunter schopny vyuzit nasho radcu

pri svojich predikciach.

4.3 Analyza predikcii

Po zvoleni skorovacej tabulky a konfigura¢nych parametrov, sme s tymito nastaveniami
na testovacich sekvenciach testovali aspesnost hladania génov s vyuZitim externej in-
formécie z viacnasobnych celogenémovych zarovnani a vysledky sme porovnavali s re-
feren¢nou anotéciou. V tabulke 4.1 sme porovnali program ExonHunter bez a nasledne

s vyuzitim externej informaécie z viacnasobnych celogenémovych zarovnani.
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EH EH+CSF - povodné | EH+CSF — modifikované
Senzitivita génov 41.98% 31.24% 40.42%
Specificita génov 47.63% 42.28% 46.15%
Senzitivita exénov 72.03% 61.32% 70.24%
Specificita exénov 72.48% 72.81% 71.91%
Senzitivita nukleotidov | 94.67% 84.26% 93.65%
Specificita nukleotidov | 91.49% 96.10% 92.63%

Tabulka 4.1: Porovnanie predikcii programu ExonHunter bez vyuzitia externej informé-
cie a s vyuzitim externej informéacie z viacnasobnych celogenémovych zarovnani (CSF).
Porovnavané su vysledky s povodnymi nastaveniami a modifikovanymi. V referen¢nej
anotacii bol celkovy pocet génov 1796, pocet exénov 7681 a kodujiucich nukleotidov
3284776.

Na vyhodnocovanie predikcii sme pouzili program Eval [11| a sktmali sme sen-
zitivitu a Specificitu predikcie génov, exénov a nukleotidov (jedna béza kodujiceho
exonu). Prvok (gén, exon, nukleotid) sa povazuje za sprdavne predikovany, ak sa jeho
pozicia a typ presne zhoduje s prvkom v referenc¢nej anotacii. Za nesprdvne predikovanij
sa povazuje prvok, ktorého typ a pozicia sa nezhoduji so ziadnym prvkom referenc¢ne;j
anotacie a nepredikované prvky su tie prvky referen¢nej anotacie, pre ktoré v testovanej
predikcii neexistuje ziaden prvok rovnakého typu a pozicie.

Z porovnani vidno, Ze predikcie s vyuzitim nového radcu sa od poévodnych zhor-
sili vo vSetkych mierach okrem Specificity exénov a kodujicich nukleotidov. Netuspech
predikcie sme analyzovali a vizualizovali pomocou nastroja Mikroskop [12] a zistili, ze
i ked sa ndm pomocou externej informacie podarilo spravne predikovat niektoré ob-
lasti, ktoré bez jej vyuZitia spravne predikované neboli (obr. 4.2a), tak ¢astokrat rady
presnost predikeii zhor$ili. Vo vela pripadoch to bolo zapri¢inené tym, Ze radca oznacil
aj kodujuce tuseky za tseky nekoédujice a tym zapricinil vysledni nespravnu predikciu
(obr. 4.2b). Rozhodli sme sa preto predikciu zopakovat so sprisnenou hranicou pre ne-
kodujice oblasti, zvolili sme MAX SCORE = —2. Z pozorovani sme taktiez zistili, 7e
predikcie okrajovych ¢asti okien byvaji vo vela pripadoch nepresné a preto sme mo-
difikovali program ExonHunter tak, aby okrajové ¢asti nami predikovanych intervalov
orezaval. Intervaly CDS sme orezali o 30 baz a intervaly noncoding o 200 baz z kazdého

konca.
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Obr. 4.2: Vizualizacia predikeii niektorych tsekov testovacich sekvencii. Porovnavaja
sa predikcie programu ExonHunter bez a s pouzitim externej informaécie z celogenémo-
vych zarovnani (CSF) a referen¢nej anotacie. Zvyraznené ¢asti predstavuju predikované
exony v jednotlivych anotaciach.

Upravami sme ziskali vysledky, ktoré sa okrem Specificity exénov a kédujicich nuk-
leotidov v porovnani s predchidzajicim meranim zlepsili, no napriek tomu sme nezaz-

namenali zlepSenie v porovnani s predikciou programu ExonHunter bez vyuzitia naSich
rad (tab. 4.1).

4.4 Navrh zlepSenia

7 nagich neuspokojivych vysledkov predikcie vyplyva, ze zvolena jednoducha skorovacia
tabulka k zaznamenaniu zlepSenia tspes$nosti predikcii programu ExonHunter v sucas-
nosti nepostacuje. Je preto potrebné vytvorit efektivnejsi sposob skorovania substitacii
kodénov pre jednotlivé organizmy.

Zo znamych anotacii a zarovnani sekvencii si mézeme pozadovani skérovaciu ta-
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bulku vytvorit. Podla porovnania vyskytov jednotlivych substiticii kodonov v kédu-
jucich a nekoédujicich oblastiach dokazeme zistit, ¢i je dand substitiicia castejSia v
usekoch, ktoré koduju nejaka bielkovinu, alebo nie. Cim viicsie mnoZstvo anotovanych
sekvencii mame k dispozicii, tym vierohodnejsiu skorovaciu tabulku sme schopny vy-
tvorif. Na vytvorenie tabulky mozeme pouzit sposob podobny pristupu Lin a kol.,
ktory sme opisali v casti 2.4.3.
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Zaver

Cielom na8ej prace bolo implementovat modul na pouzitie celogenémovych zarovnani
v systéme na hladanie génov - ExonHunter. Vytvorili sme radcu, ktory na zaklade
porovnani DNA sekvencii pribuznych organizmov oznacil niektoré ¢asti skimanej sek-
vencie za kodujice a nekoddujice a tuto informéaciu poskytol programu ExonHunter,
ktory ju nasledne vyuzil pri predikcii génov.

Program s doplnenou moznostou vyuzitia viacnasobnych celogenémovych zarov-
nani sme testovali na testovacich DNA sekvenciach musky Drosophila melanogaster.
Kedze sme pouzili len jednoduchu skérovaciu tabulku, tak sa nam presnost predikcii
zlepsit nepodarilo. Samotné rady sice boli pomerne presné, ale v spojeni s programom
ExonHunter k zlepseniu nedochédzalo. Preto predpokladame, 7e pomocou zlozitejsich
postupov tvorby skorovacej tabulky dojde k zlepSeniu presnosti a na$ modul bude

mozné v buducnosti efektivne vyuzit.
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