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Abstrakt

Jedným zo základných problémov bioinformatiky je h©adanie (predikcia) génov v DNA
sekvenciách. Tento problém je beºne rie²ený Viterbiho algoritmom na skrytých Marko-
vových modeloch (HMM). Pri h©adaní génov sa £asto vyuºívajú aj externé dáta - EST
sekvencie, proteínové sekvencie, viacnásobné zarovnania DNA sekvencií a iné, ktoré
môºu pri predikcii výrazne pomôc´.

Program ExonHunter okrem implementácie HMM obsahuje aj mechanizmus na
spracovanie externých dát. Pôvodné implementácie nevyuºívali moºnos´ vyuºitia infor-
mácie z viacnásobných celogenómových zarovnaní, ktoré sme sa rozhodli do programu
ExonHunter doplni´.

Upravený program s modulom, ktorý zabezpe£uje vyuºitie informácie zo zarovnaní,
sme testovali na sade DNA sekvencií octovej mu²ky Drosophila melanogaster. Z dôvodu
pouºitia jednoduchej skórovacej matice sa nám nepodarilo zaznamena´ zlep²enie pres-
nosti predikcie testovaných sekvencií. Predpokladáme v²ak, ºe s pouºitím lep²ích matíc
vytváraných známymi postupmi z literatúry dôjde k zlep²eniu presnosti a ná² modul
bude v budúcnosti slúºi´ ako uºito£ná sú£as´ programu na h©adanie génov - ExonHun-
ter.

K©ú£ové slová: gén, zarovnanie, anotácia DNA, skrytý Markovov model,

ExonHunter, externá informácia
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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 modi�ed program with a module that implements the use of information from
alignments, was tested on a set of DNA sequences from fruit �y 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 �nding - ExonHunter.

Keywords: gene, alignment, DNA annotation, hidden Markov model, Exon-

Hunter, external evidence
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Úvod

Posledné desa´ro£ie prinieslo sprístupnenie genetických informácií mnohých organiz-
mov a dalo podnet k rôznym novým otázkam. Jedným z dôleºitých problémov sú£asnej
modernej biológie sa tak stal i problém h©adania génov. Ukázalo sa, ºe informatika
môºe významne pomôc´ pri rie²ení otázok kde a aké gény sa u jednotlivých organizmov
vyskytujú. Vyuºívajú sa pritom rôzne metódy, ktoré okrem samotnej DNA sekvencie
skúmaného organizmu môºu taktieº vyuºíva´ aj tzv. externé dáta. Tieto dáta môºu
pochádza´ z rôznych zdrojov a môºu by´ rôzneho typu, no ich základným významom
je poskytnú´ informáciu, ktorá môºe pomôc´ pri h©adaní génom. Jedným z programov
na h©adanie génov, ktoré poskytujú moºnos´ vyuºi´ túto informáciu, je aj program
ExonHunter.

Skúmanie evolu£ných zmien v podobných úsekoch genetických informácií príbuz-
ných organizmov má potenciál poskytnú´ uºito£nú informáciu, ktorá sa následne môºe
vyuºi´ v programe na h©adanie génov [1]. Program ExonHunter touto schopnos´ou
doposia© nedisponoval a tak sme sa ju rozhodli doplni´.

V na²ej práci si najprv v prvej kapitole vysvetlíme niektoré pojmy z biológie, ktoré
sú nutné k pochopeniu zvy²ného textu. V druhej kapitole najprv uvedieme problém
h©adania génov, následne vysvetlíme metódy ako sa v bioinformatike rie²i a na záver
uvedieme prístup, ktorý sme sa v na²ej práci rozhodli implementova´. Tretia kapitola uº
pozostáva z konkrétneho opisu ná²ho algoritmu a popisu formátov, s ktorými ná² prog-
ram pracuje. V poslednej kapitole sme opísali spôsob testovania úspe²nosti výsledkov,
analyzovali ich a navrhli moºné zlep²enie.
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Kapitola 1

Biologické pojmy

V nasledujúcej kapitole uvedieme niektoré základné pojmy z biológie, ktoré sú potrebné
k lep²iemu pochopeniu ostatného textu. Za dôleºité povaºujeme vysvetli´ nieko©ko ter-
mínov z oblasti molekulárnej biológie a genetiky. �itate© so základnou znalos´ou v
týchto oblastiach, môºe nasledujúcu sekciu presko£i´.

1.1 DNA

DNA je skratka pre deoxyribonukleovú kyselinu (z angl. deoxyribonucleic acid). Je
nosite©kou genetickej informácie bunky, ktorá riadi rast, delenie a regeneráciu bunky.
DNA je tvorená polynukleotidovými vláknami a je vä£²inou uloºená v bunke v podobe
dvojzávitnicovej ²pirály.

Základnou stavebnou jednotkou DNA sú nukleotidy. Nukleotid v DNA sa skladá
z troch zloºiek a to z fosfátovej zloºky, sacharidovej zloºky (doexyribóza) a purínovej
alebo pyrimidínovej dusíkatej bázy. V nukleotidoch nachádzajúcich sa v DNA sa vysky-
tujú ²tyri druhy dusíkatých báz: adenín, guanín, cytozín a tymín. Jednotlivé nukleotidy
sa od seba lí²ia len dusíkatými bázami a preto sa aj zvyknú ozna£ova´ za£iato£nými pís-
menami daných báz, teda A, G, C a T. Z tohto dôvodu v nasledujúcom texte nebudeme
striktne rozli²ova´ pojmy báza a nukleotid.

Celková genetická informácia bunky sa nazýva genóm a je zakódovaná práve pora-
dím nukleotidov A, G, C, T. V eukaryotických organizmoch1 je vä£²ina genómu uloºená
v molekulách, ktoré sa nazývajú chromozómy a sú uloºené v jadre bunky. Zvy²né malé
£asti genómu sa nachádzajú v mitochondriách a v prípade rastlín i v chloroplastoch. Ide
o relatívne malé mnoºstvo DNAmolekúl, ktoré usklad¬ujú celkovú informáciu potrebnú
k riadeniu ºivota bunky. Napríklad u £loveka to je len 46 molekúl (chromozómov).[3]

Jednotlivé konce polynukleotidového vlákna sa od seba navzájom odli²ujú a preto
ich zvykneme ozna£ova´ 5' a 3'. Dvojica vláken, ktoré spolu tvoria dvojzávitnicu, je
medzi sebou prepojená vodíkovými väzbami medzi bázami, pri£om sa spájajú dvojice

1V²etky ºivo£íchy, rastliny, huby, ale aj niektoré jednobunkové organizmy
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adenozín-tymín a guanín-cytozín. Hovoríme, ºe bázy A-T a G-C sú komplementárne.
Jednotlivé vlákna sú teda k sebe opa£ne orientované a navzájom komplementárne.
To znamená, ºe ak poznáme poradie báz jedného vlákna, tak ich komplementom a
oto£ením celého re´azca dostaneme poradie báz na druhom vlákne dvojzávitnice.

Proces, pri ktorom sa z jednotlivých molekúl DNA získava genetická informácia
(teda poradie dusíkatých báz) sa nazýva sekvenovanie. Na sekvenovanie DNA sek-
vencií bolo vymyslených uº nieko©ko technologických postupov, ktoré sa od seba lí²ia
predov²etkým rýchlos´ou a cenovou dostupnos´ou. V sú£astnosti sa podarilo úspe²ne
osekvenova´ uº ve©ké mnoºstvo DNA sekvencií rôznych organizmov, z ktorých sú mnohé
prístupné i verejnosti prostredníctvom databázy GenBank [14].

1.2 Proteíny

Proteíny (alebo bielkoviny) sú nevyhnutnými zloºkami v²etkých rastlinných i ºivo£í²-
nych buniek a plnia nieko©ko funkcií. V podobe enzýmov sú nenahradite©né pri regulácii
rôznych biochemických reakcií, plnia stavebnú funkciu bunky, v podobe protilátok sa
podie©ajú na obranyschopnosti organizmu, môºu regulova´ tvorbu ¤al²ích proteínov a
taktieº slúºia organizmu ako rezervné látky.

Proteíny sú tvorené re´azcom aminokyselín, ktorý môºe by´ rôzne dlhý. Poznáme
20 základných druhov aminokyselín a kaºdej je priradené jedno písmeno abecedy (tab.
1.1). Proteíny, ako re´azce aminokyselín, vytvárajú vplyvom chemických väzieb medzi
jednotlivými aminokyselinami rôzne zloºité ²truktúry. Ak sa daný proteín v organizme
vyskytuje v podobe enzýmu, tak jeho funkcia ve©mi £asto závisí práve od jeho tvaru.
Ak majú teda dva rôzne proteíny ve©mi podobný tvaru, tak môºu v organizme £asto
plni´ tú istú funkciu.
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Tabu©ka 1.1: Tabu©ka aminokyselín a kodónov

Skratka Aminokyselina Kodóny
A Ala Alanín GCA, GCC, GCG, GCT
C Cys Cysteín TGC, TGT
D Asp Kys. asparágová GAC, GAT
E Glu Kys. glutámová GAA, GAG
F Phe Fenylalanín TTC, TTT
G Gly Glycín GGA, GGC, GGG, GGT
H His Histidín CAC, CAT
I Ile Izoleucín ATA, ATC, ATT
K Lys Lyzín AAA, AAG
L Leu Leucín CTA, CTC, CTG, CTT, TTA, TTG
M Met Metionín ATG (�tart kodón)
N Asn Asparagín AAC, AAT
P Pro Prolín CCA, CCC, CCG, CCT
Q Gln Glutamín CAA, CAG
R Arg Arginín CGA, CGC, CGG, CGT, AGA, AGG
S Ser Serín TCA, TCC, TCG, TCT, AGT, AGC
T Thr Treonín ACA, ACC, ACG, ACT
V Val Valín GTA, GTC, GTG, GTT
W Trp Tryptofán TGG
Y Tyr Tyrozín TAC, TAT
∗ Stop TAA, TAG, TGA (Stop kodóny)

1.3 Gén

Základnou jednotkou genetickej informácie je gén. Jedna z de�nícií hovorí, ºe je to £as´
DNA sekvencie, pod©a ktorej sa zloºitými biochemickými procesmi vytvorí jeden alebo
viacero proteínov [3].

Gén pozostáva zo striedajúcich sa exónov a intrónov (obr. 1.1), pri£om exóny tvoria
úseky, ktoré kódujú proteíny, tj. re´azce aminokyselín. Na za£iatku prvého a na konci
posledného exónu v géne sa nachádzajú tzv. neprekladané úseky 5'UTR a 3'UTR (z
angl. untranslated region), ktoré majú dôleºitú úlohu pri procese vytvárania proteínu
z génu, no ºiadnu aminokyselinu nekódujú. Z tohto h©adiska teda moºno celú DNA
sekvenciu rozdeli´ na úseky kódujúce aminokyseliny a na úseky nekódujúce a toto
ozna£enie budeme pouºíva´ i v nasledujúcom texte.
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neprekladaný úsek kódujúci úsek exónu intrón

Obr. 1.1: Zjednodu²ená ukáºka génu pozostávajúceho z neprekladaných úsekov, exónov
a intrónov. Kaºdá £as´ zodpovedá úseku DNA sekvencie s d¨ºkou desiatok aº tisícok
báz

Kaºdá aminokyselina je kódovaná trojicou nukleotidov, tzv. kodónom (tab. 1.1).
Ke¤ºe po£et rôznych trojíc nukleotidov je 64 a aminokyselín je len 20, tak niektoré
aminokyseliny sú nutne kódované i viacerými kodónmi a preto aj proteín pozostávajúci
z re´azca aminokyselín môºe by´ kódovaný viacerými postupnos´ami kodónov.

Na za£iatku kódujúcej oblasti prvého exónu sa vºdy nachádza tzv. ²tart kodón

(ATG). �peciálnu úlohu tieº zohráva tzv. stop kodón (TAA, TAG, TGA), ktorý sa
nachádza na konci kódujúcej oblasti posledného exónu a teda signalizuje ukon£enie
tvorby proteínu.

Preklad DNA sekvencie do proteínu je moºný ²iestimi rôznymi spôsobmi. Ke¤ºe
sú kodóny trojperiodické, tak posun prekladu o jednu alebo dve bázy vedie k inému
výsledku. Rozli²ujeme teda tri £ítacie rámce. Kódujúci úsek sa taktieº môºe nachádza´
na vlákne komplementárnom k tomu, na ktorom sa nachádza skúmaná sekvencia. Teda
sekvencia môºe by´ prekladaná z dvoch moºných vláken, v kaºdom v troch moºných
£ítacích rámcoch (obr. 1.2). Môºeme teda hovori´ o ²iestich rôznych £ítacích rámcoch
a toto ozna£enie budeme pouºíva´ aj v ¤al²ích £astiach textu.

10 bases

C G T G A A A G T G C C G G A C A C A T T G G A T G T A T G G T T T G A C T C C G
R E S A G H I G C M V * L R

Y V K V P D T L D V W F D S G
T * K C R T H W M Y G L T P

(a) Moºnosti prekladu sekvencie v £ítacích rámcov
10 bases

GCACTTTCACGGCCTGTGTAACCTACATACCAAACTGAGGC
S G V K P Y I Q C V R H F H

P E S N H T S N V S G T F T
R S Q T I H P M C P A L S R

(b) Moºnosti prekladu sekvencie v £ítacích rámcoch na opa£nom vlákne

Obr. 1.2: Sekvencia CGTGAAAGTGCCGGACACATTGGATGTATGGTTTGACTCCG prekla-
daná do proteínu ²iestimi moºnými spôsobmi (obrázok vytvorený pomocou UCSC pre-
hliada£a génov[10])
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Kapitola 2

H©adanie génov

Jedným z hlavných biologickým problémov je problém h©adania génov. Ide o proces,
pri ktorom sa v sekvenciách genómu organizmu h©adajú £asti, ktoré predstavujú gén.
Lokalizácia a popis funkcie génu tvorí základ pre pochopenie mnohých biologických
procesov a taktieº môºe pomôc´ identi�kova´ prí£inu rôznych genetických chorôb a
následne ich skúma´. Pri rie²ení týchto problémov sa ukázala by´ ve©mi významným
prostriedkom bioinformatika. De�nujme si základný pojem sekvencia, s ktorým budeme
v nasledujúcom texte £asto pracova´.

Pod pojmom DNA sekvencia sa v bioinformatike rozumieme slovo nad abecedou

ΣD = {A,G,C, T},

teda kaºdé slovo w ∈ Σ∗D.
Podobne môºeme de�nova´ pojem proteín ako sekvenciu aminokyselín, teda 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 }

2.1 Problém anotácie DNA

Cie©om anotácie je priradi´ jednotlivým úsekom DNA známe informácie o ich biologic-
kej funkcii. Asi najdôleºitej²ím vyuºitím anotácie je práve h©adanie génov a následné
popísanie ich funkcie.

Formálne môºeme anotáciu de�nova´ nasledovne. Nech je G mnoºina nejakých bio-
logických pojmov. Pre problém h©adania génov si zvo©me napríklad jednoduchú mno-
ºinu

G = {exón, intrón, medzigénový úsek}

Pre ©ubovo©nú DNA sekvenciu S, |S| = n de�nujeme jej anotáciu AS ako prvok Gn.
Teda kaºdej báze sekvencie S priradíme nejaký biologický pojem, tj. ozna£íme v akej
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oblasti sa nachádza. H©ada´ gény v DNA sekvencii S teda znamená priradi´ jej takú
anotáciu AS, ktorá správne popisuje jej biologickú ²truktúru.

H©adanie génov prokaryotických organizmov je pomerne jednoduchá úloha, lebo ich
genómy vä£²inou obsahujú gény ako súvislé úseky, tj. exóny nie sú preru²ované intrónmi.
Sta£í sa potom len pozera´ na ²tart kodóny a stop kodóny a pomerne jednoduchými
algoritmami danú oblas´ anotova´. Na druhej strane h©adanie génov eukaryotických or-
ganizmov je zloºitý problém, ke¤ºe ich genóm uº môºe ma´ komplikovanej²iu ²truktúru
[3].

2.2 Skryté Markovove modely

Jedným zo základných spôsobov anotácie je pouºitie pravdepodobnostných modelov,
tzv. skrytých Markovových modelov (hidden Markov models, HMM). Skrytý Markovov
model H je pätica (K,Σ, π, a, e), kde K je kone£ná mnoºina stavov, Σ je vstupná
abeceda, π je pravdepodobnostná miera na mnoºine stavov K, a je mnoºina a = {aq |
q ∈ K} pravdepodobnostných mier na mnoºine K a e je mnoºina e = {eq | q ∈ K}
pravdepodobnostných mier na mnoºine vstupnej abecedy Σ. Pre stav q ∈ K je π(q)

pravdepodobnos´, ºe výpo£et na HMM za£ne v stave q. Pre stavy p, q ∈ K je ap(q)
pravdepodobnos´, ºe HMM prejde zo stavu p do stavu q. Pre daný stav q ∈ K a symbol
x ∈ Σ je eq(x) pravdepodobnos´, ºe HMM v stave q vygeneruje symbol x. Anota£ná
funkcia f : K → G transformuje postupnos´ stavov výpo£tu na HMM Q = q1q2 . . . qn

na postupnos´ biologických pojmov A = f(q1)f(q2) . . . f(qn), £o tvorí samotnú anotáciu
[7].

Pre daný model H = (K,Σ, π, a, e) vieme sekvencii S = s1s2 . . . sn a postupnosti
stavov QS = q1q2 . . . qn priradi´ pravdepodobnos´, ºe HMM H vygeneruje S, pri£om
prejde cez stavy QS, ktorá je rovná

P (S,QS) = π(q1)eq1(s1)
n∏

i=2

aqi−1
(qi)eqi(si)

Na obrázku 2.1 je znázornený jednoduchý model na anotáciu DNA sekvencií, ktorý
pozostáva z troch stavov a mnoºín pravdepodobnostných mier a a e.
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Obr. 2.1: Ve©mi jednoduchý HMM na anotáciu DNA sekvencií. V skuto£nosti sa pou-
ºívajú modely s ove©a zloºitej²ou ²truktúrou. Stavy: M � medzigénový úsek, E � exón,
I � intrón

Pri h©adaní anotácie DNA sekvencie S sa teda vytvorí skrytý Markovov model
H, ktorý dobre modeluje biologickú realitu a následne sa nájde postupnos´ stavov
QS modelu H a výstupom bude anotácia AS získaná anota£nou funkciou z QS. Na
h©adanie týchto ciest sa pouºíva Viterbiho algoritmus, ktorý je zaloºený na dynamickom
programovaní a bol vytvorený na dekódovanie tzv. konvolu£ných kódov [8].

2.3 Pouºitie externej informácie

Metóda h©adanie génov modelmi, ktoré vyuºívajú len samotnú DNA sekvenciu sa ozna-
£uje ako ab-initio predikcia. Ke¤ºe len pomocou samotnej genomickej DNA sekvencie
nedokáºeme spo©ahlivo predikova´ gény, vä£²ina programov na h©adanie génov e²te vy-
uºíva externé dáta, ktorých úlohou je napomôc´ k zvý²eniu presnosti predikcie. Tieto
externé dáta môºu by´ rôzneho druhu, napríklad môºe ís´ o databázu známych pro-
teínov, o tzv. EST sekvencie (expressed sequence tags), tj. krátke sekvencie, ktoré sa
£asto vyskytujú v exónoch alebo UTR úsekoch génu, DNA sekvencie iných príbuzných
organizmov a mnohé iné. Jedinou nevýhodou oproti ab-initio predikcii je fakt, ºe pre
skúmaný organizmus nemusíme práve poºadovanými dátami disponova´, no ak ich k
dispozícii máme, tak nám môºu pri h©adaní génov výrazne pomôc´.

2.3.1 ExonHunter

Jedným z programov ur£ených na predikciu génov je program ExonHunter [5]. Svoju
predikciu má zaloºenú na vyuºití skrytého Markovovho modelu spolu so spracovaním
informácií z rôznych externých zdrojov. Jeho cie©om je skombinova´ jednotlivé externé
informácie, ktoré nazýva radcami, do výslednej jednej informácie, ktorú nazýva super

radcom. Super radca výsledne ovplyv¬uje modi�káciu Viterbiho algoritmu, ktorým sa
rie²i samotná anotácia [5]. Radca je de�novaný nasledovne, pri£om platí ozna£enie z
predchádzajúceho textu v £asti 2.1:
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Rada od radcu r pre bázu si pozostáva z rozkladu πi,r mnoºiny G na triedy rozkladu
a pravdepodobnostnej miery pi,r(t) na prvkoch tried rozkladu t ∈ πi,r. Hodnota pi,r(t)
je odhad pravdepodobnosti, ºe správna anotácia bázy si je prvkom triedy t, pod©a
informácií dostupných radcovi r.

Získané rady sa skombinujú do super radcu, pri£om výsledná rada pre bázu si je £o
najbliº²ie k radám od jednotlivých radcov [5].

Pre skúmanú sekvenciu S a anotáciu A nám HMM ur£uje pravdepodobnos´ P (A|S)

s akou môºe by´ S anotovaná pod©a A. Podobne nám super radca pre svoje informá-
cie získané z externých dát E ur£uje pravdepodobnos´ P (A|E) s akou by mohli by´
anotované anotáciou A. Na²ím cie©om je teda nájs´ takú anotáciu A∗, pre ktorú bude
pravdepodobnos´ P (A∗|S,E) maximálna. Super radca teda intuitívne zvy²uje pravde-
podobnos´ anotácii, ktorá je podporená externou informáciou. Po úpravách a zjedno-
du²eniach sa následne na výpo£et anotácie A∗ aplikuje Viterbiho algoritmus [5][8].

2.4 Pouºitie zarovnaní pri h©adaní génov

Jedným z druhov externých dát pouºívaných pri h©adaní génov sú aj zarovnania sek-
vencií príbuzných organizmov. Cie©om je porovna´ na²u vstupnú sekvenciu so zná-
mymi sekvenciami z databáz a nájs´ medzi nimi podobné oblasti. Ako neskor ukáºeme,
²túdiom podobnosti a rozdielov medzi sekvenciami z príbuzných organizmov môºeme
získa´ informáciu £i skúmaná sekvencia môºe obsahova´ alebo by´ sú£as´ou nejakého
génu kódujúceho proteín. Podobne môºeme zarovnáva´ sekvencie aminokyselín, no v
nasledujúcom texte sa budeme zaobera´ len zarovnaním DNA sekvencií.

2.4.1 Lokálne a globálne zarovnania sekvencií

V bioinformatike pod pojmom zarovnanie sekvencií rozumieme vloºenie medzier na
niektorých miestach v jednotlivých sekvenciách za ú£elom spárovania podobných úse-
kov. V zarovnaní sa teda párujú bázy jednej sekvencie s bázami druhej sekvencie (obr.
2.2). Ak sa v zarovnaní spárovali dve rôzne bázy, tak hovoríme, ºe pri²lo k mutácii
danej bázy. Miesta, na ktorých bolo potrebné vloºi´ medzery, reprezentujú oblasti, v
ktorých pri²lo k vymazaniu nieko©kých báz. Hovoríme, ºe v sekvencii pri²lo k delécii,
resp. ºe v druhej sekvencii, ku ktorej sa zarovnáva, pri²lo k inzercii.

Na ohodnotenie zarovnaní sa pouºívajú skórovacie schémy, ktoré popisujú ich kva-
litu. Jednoduchá skórovacia schéma môºe ohodnocova´ spárovanie rovnakých báz hod-
notou +1, spárovanie rozdielnych báz -1 a výskyt inzercie, resp. delécie tieº hodnotou
-1. Pomocou takejto schémy uº vieme zarovnania porovnáva´ a h©ada´ zarovnanie s
najvä£²ím skóre.
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Rozli²ujeme dva druhy zarovnania a to lokálne a globálne zarovnanie (obr. 2.2).
Pri globálnom zarovnaní sa snaºíme £o najlep²ie spárova´ celé sekvencie. Pri lokálnom
zarovnávaní h©adáme najlep²ie moºné spárovanie len £asti prvej a druhej sekvencie.
Môºe teda nasta´ situácia, ºe najlep²ie globálne zarovnanie bude zárove¬ aj najlep²ím
lokálnym, no vo v²eobecnosti to neplatí.

CA-GTCCTAGA

|| ||| | |

CATGTCAT��A
(a) Globálne zarovnanie

CA-GTCCTA

|| ||| ||

CATGTCATA
(b) Lokálne zarovnanie

Obr. 2.2: Globálne a lokálne zarovnanie sekvencie CAGTCCTAGA a sekvencie
CATGTCATA. Vertikálne £iary predstavujú spárovanie rovnakých báz sekvencie, znak
poml£ky �-� inzerciu, resp. deléciu

Na h©adanie globálneho a lokálneho zarovnania s najvy²²ím skóre pre danú schému
existuje viacero algoritmov, ktoré sú vä£²inou zaloºené na dynamickom programovaní
[3].

2.4.2 Viacnásobné celogenómové zarovnania

V na²ej práci sme pracovali so ²peciálnym typom zarovnaní nazývaným viacnásobné

celogenómové zarovnanie.
Pod slovom celogenómové sa rozumie, ºe zarovnávanými sekvenciami sú celé ge-

nómy organizmov. Cie©om zarovnania je porovna´ podobné úseky, no ak by sme celé
genómy zarovnávali klasickým spôsobom opísaným v £asti 2.4.1, tak by sme vo v²e-
obecnosti nedosiahli poºadovaný výsledok, lebo jednotlivé podobné úseky sa nemusia
v jednotlivých genómoch vyskytova´ v tom istom poradí. Preto treba pri vytváraní
celogenómových zarovnaní postupova´ odli²ne.

Jeden z organizmov, ku ktorých genómom sa zarovnanie vytvára, sa ozna£í ako
referen£ný organizmus a druhý ako informant. Cie©om je zarovna´ jednotlivé £asti
genómu informanta k referen£nému genómu. Vytvorenie najlep²ieho celogenómového
zarovnania sa vä£²inou realizuje tak, ºe sa najprv h©adajú lokálne zarovnania a tie sa
následne �ltrujú a spájajú do dlh²ích úsekov [3].

Ak máme k dispozícii viacero príbuzných sekvencií, ktoré by sme chceli navzájom
porovna´, tak môºeme vytvori´ zarovnanie týchto v²etkých sekvencií (obr. 2.3). Tomuto
typu zarovnania viacerých sekvencií hovoríme viacnásobné zarovnanie.
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sekvencia 1: ATGCTG���ATAGGG

sekvencia 2: ATGCTCAAGATAGGG

sekvencia 3: ATGCTCAAA���GGG

sekvencia 4: ATCCT��AAATGGGC

Obr. 2.3: Viacnásobné globálne zarovnanie ²tyroch DNA sekvencií

Kombináciou týchto dvoch typov zarovnaní je práve viacnásobné celogenómové za-
rovnanie. K celému genómu referen£ného organizmu sa teda získavajú zarovnania viace-
rých informantov. Dostaneme tak zarovnania jednotlivých podobných úsekov a ke¤ºe
zarovnávame genómy viacerých príbuzných organizmov, tak nám zárove¬ podávajú
lep²iu informáciu o zarovnaných £astiach. Na vytvorenie viacnásobných celogenómo-
vých zarovnaní sa taktieº pouºíva viacero algoritmov [3]. Zarovnania, s ktorými sme
pracovali my v na²ej práci, boli vytvorené programom Multiz [9].

2.4.3 Skórovanie zarovnaní pri h©adaní génov

V tejto práci nás bude predov²etkým zaujíma´, ako sa dá informácia získaná z ce-
logenómových zarovnaní vyuºi´ pri probléme h©adania génov. Ak je DNA sekvencia
referen£ného organizmu génom, ktorý kóduje nejaký proteín, tak s ve©kou pravdepo-
dobnos´ou budú daný gén obsahova´ aj príbuzný informant. V kódujúcich £astiach
DNA sekvencií preto dochádza k mutáciám v men²om mnoºstve, alebo dochádza k
mutáciám kodónov, pri ktorých sa nemení kódujúca aminokyselina lebo to neovplyvní
výsledný proteín, ktorého tvorba je v géne zakódovaná. Na druhej strane v nekódujú-
cich oblastiach DNA sekvencií £asto dochádza k mutáciám, ktoré by mohli zásadným
spôsobom meni´ ²truktúru potenciálneho kódovaného proteínu. Viacnásobné celoge-
nómové zarovnania nám poskytujú informácie o predpokladaných mutáciách a preto
môºu pri predikcii génov slúºi´ ako externé dáta.

Lin a kol.[1] zistili, ºe pozorovanie frekvencie substitúcií rôznych kodónov (Codon
substitution frequency) v kódujúcich a nekódujúcich oblastiach môºe zvý²i´ presnos´
predikcie génov. Svoj prístup pouºili na DNA sekvencie mu²ky Drosophila melanogaster

a viacnásobné celogenómové zarovnania ¤al²ích dvanástich príbuzných druhov hmyzu.
Pomocou pozorovaní známych kódujúcich a nekódujúcich oblastí trénovacích sek-

vencií si vytvorili pre substitúcie kodónov skórovaciu tabu©ku. Hodnota skóre pre substi-
túciu potenciálnych kodónov hovorí ako £asto sa táto substitúcia vyskytuje v kódujú-
cich oblastiach v porovnaní s nekódujúcimi. K výpo£tu jednotlivých hodnôt skórovacej
tabu©ky si natrénovali dve pomocné tabu©ky substitúcií CSM C a CSMN [2]. Hodnota
CSMA,B predstavuje pravdepodobnos´ s akou sa kodón B vyskytuje v sekvencii in-
formanta, ak bol zarovnaný s kodónom A referen£ného organizmu a zárove¬ A 6= B.
Teda

CSMA,B = P (kodón informantaB | kodón ref. organizmuA,A 6= B)
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Na kódujúcich a zvlá²´ na nekódujúcich £astiach trénovacích sekvencií spo£ítali jed-
notlivé pravdepodobnosti zarovnania kodónov A a B, ktoré predstavujú jednotlivé
hodnoty tabuliek CSM C (pre kódujúce oblasti) a CSMN (pre nekódujúce oblasti).
Výslednú hodnotu skórovacej tabu©ky pre kodóny A a B následne vyrátali ako

log
CSM C

A,B

CSMN
A,B

Skóre pre kodóny A a B je teda kladné, ak sa substitúcia A,B vyskytovala £astej²ie v
kódujúcich úsekoch a záporné, ak v nekódujúcich úsekoch. Týmto spôsobom vytvorili
pre kaºdého informanta samostatnú skórovaciu tabu©ku substitúcií kodónov.

Jednotlivým potenciálnym kodónom skúmanej sekvencie (i na komplementárnom
vlákne a vo v²etkých £ítacích rámcoch) potom priradili �nálne skóre, ktoré predstavo-
valo medián skóre substitúcií pre jednotlivé druhy hmyzu [2]. Tieto informácie výsledne
pouºili ako externú informáciu pre program na h©adanie génov, pri£om zaznamenali vy-
sokú úspe²nos´ pri predpovedaní uº známych génov. Taktieº navrhli nieko©ko opráv v
referen£nej anotácii na základe nových predikcií svojho programu a ich experimentálnej
veri�kácie.
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Kapitola 3

Implementácia programu

Cie©om tejto práce je implementova´ do programu ExonHunter nového radcu, ktorý
bude spracúva´ informáciu z celogenómových zarovnaní a jeho rady budú pomáha´
programu ExonHunter pri predikcii. Ide o prídavný modul, ktorý rozhodne, ktoré £asti
skúmanej sekvencie môºu by´ kódujúce alebo nekódujúce. Pri implementácii sme sa
rozhodli in²pirova´ my²lienkou z £lánku Lin a kol.[1], ktorú sme opísali v predchádza-
júcej £asti textu.

Sú£asné £asti programu ExonHunter, ktoré predspracovávajú externé informácie, sú
implementované v programovacom jazyku Perl a preto sme sa ho rozhodli vyuºili i pri
tvorbe ná²ho nového radcu mafcsf. Modi�kovali sme existujúci modul program-wrapper

programu ExonHunter, ktorý má za úlohu spú²´a´ externé programy a modi�kova´
ich predikcie do GTF formátu. My sme do tohto modulu pridali moºnos´ vytvori´
externú informáciu z celogenómových zarovnaní. Hlavná £as´ výpo£tu je vykonávaná
v samostatnom Perl skripte compute_mafcsf.pl.

Ná² program k svojej £innosti potrebuje nieko©ko vstupných súborov: sekvencie ur-
£ené na anotáciu, viacnásobné zarovnanie pokrývajúce anotované sekvencie (v na²om
prípade celogenómové zarovnanie), skórovacia tabu©ka a kon�gura£ný súbor s nastave-
niami.

Ná² program najprv ku konkrétnej sekvencii vyextrahuje príslu²nú £as´ zarovnania
a následne jednotlivým potenciálnym kodónom vo v²etkých £ítacích rámcoch priradí
pod©a skórovacej tabu©ky ur£ité skóre. Pod©a hodnoty tohto skóre sa jednotlivé kodóny
prehlásia za kódujúce alebo nekódujúce a táto informácia bude v podobe výstupného
súboru podaná programu ExonHunter, ktorý ju spolu s externými informáciami od
ostatných radcov vyuºije pri jeho predikcii.

3.1 Formáty súborov

Program pracuje s viacerými typmi súborov. V nasledujúcej £asti popí²eme formáty
vstupných súborov ná²ho programu i formát jeho výstupu.
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3.1.1 FASTA

FASTA formát sa pouºíva na uchovávanie DNA a RNA sekvencií, alebo sekvencií ami-
nokyselín vytvárajúcich bielkoviny. V jednom FASTA súbore môºu by´ uloºené viaceré
sekvencie, pri£om kaºdá za£ína jednoriadkovou hlavi£kou. Tento popisný riadok môºe
by´ rôzneho tvaru a je odlí²ený od zvy²ných riadkov za£ínajúcim znakom �>�. Odpo-
rú£a sa, aby ºiaden riadok nepresahoval d¨ºku 80 znakov. Príklad sekvencie vo FASTA
formáte uvádzame na obrázku 3.1.

>dm3:chr2L:1996774:+:-1

TTGGGAACGTGCTTGGCATTGCCAATGAGCCTTCATTTTGTCCGAGGCTTTGTCCTTGTC

CCAGGATGTTTATGGACTGAAAGCAATGCGAGATTTGCGATAATGAGTATGATAAACATT

TTTATGGCGGCAGGTGACAAACAAAGATAACCATCGGAAGGCATCTTTAAGGGAGAGGAA

GCCAGGAAATTATTCAACAAATGGGTGGCGGCTTAATTAATTTAGAGCTCTACTAATGTA

ATTAGAAAAGAAGATAGTCTAAGTACCAATATGCATACTT

Obr. 3.1: Sekvencia vo FASTA formáte

V na²om programe pracujeme len s DNA sekvenciami a rozli²ujeme pä´ druhov
znakov:

A � adenozín
C � cytozín
G � guanín
T � tymín
N � jedna z báz A,C,G,T (neznáma báza)

FASTA súbory pouºívame v na²om programe na uloºenie vstupných sekvencií, ku
ktorým sa majú vytvori´ predikcie kódujúcich a nekódujúcich oblastí.

Hlavi£ka sekvencie

Pre hlavi£ky jednotlivých sekvencií vo FASTA súbore sme sa rozhodli pouºi´ formát
ako v programe TBA (Threaded-Blockset Aligner)[9]. Hlavi£ka má tvar:

>string1:string2:int1:char:int2

• string1 � identi�kácia organizmu, obvykle meno druhu

• string2 � názov kontigu (£asti genómu), v na²om prípade chromozómu

• int1 � pozícia za£iatku sekvencie vzh©adom na kontig, pozície sa £íslujú od 1

• char � rozli²uje, z ktorého vlákna sekvencia pochádza (�+� alebo �-�)

• int2 � d¨ºka celého kontigu alebo �-1� pre nede�novanú hodnotu

14



Tento formát nám umoº¬uje ma´ vo FASTA súbore len krátky úsek ur£itého chromo-
zómu a pritom ma´ poznamenané, z ktorého miesta na chromozóme tento úsek po-
chádza. Táto informácia bude dôleºitá pri získavaní zarovnaní informantov k danému
úseku.

3.1.2 MAF

V na²om programe pracujeme s celogenómovými zarovnaniami. Teda chceme k jed-
nému referen£nému genómu získa´ zarovnania genómov viacerých informantov. K to-
muto ú£elu sme si zvolili formát MAF (Multiple Alignment Format). Je to formát pre
viacnásobné zarovnania sekvencií, ktorý zabezpe£uje uklada´ nieko©ko zarovnaní pre
viacerých informantov v tvare, ktorý je pomerne ©ahko spracovate©ný i £itate©ný. Z
toho dôvodu ho je moºné pouºi´ i na ukladanie celogenómových zarovnaní.

Súbor je rozdelený do blokov, ktoré sú od seba oddelené prázdnym riadkom. Kaºdý
blok predstavuje zarovnanie pre ur£itý úsek referen£ného genómu. D¨ºka týchto zarov-
naní môºe by´ ©ubovolná. V na²om prípade celogenómových zarovnaní je teda celoge-
nómové zarovnanie tvorené zarovnaniami v jednotlivých blokoch. S takýmito zarovna-
niami sme pracovali aj v súboroch, ktoré sme pouºívali, pri£om boli bloky usporiadané
pod©a za£iatku v referen£nej sekvencii.

Kaºdé viacnásobné zarovnanie sa nachádza v samostatnom bloku, ktorý za£ína
�a�-riadkom (riadok za£ínajúci znakom �a�) a obsahuje �s�-riadok (riadok za£ínajúci
znakom �s�) pre kaºdú sekvenciu vo viacnásobnom zarovnaní. Prvý �s�-riadok v bloku
predstavuje sekvenciu referen£ného organizmu, zvy²né sekvencie jednotlivých informan-
tov. Niektoré druhy MAF súborov obsahujú aj iné typy riadkov, no tie ná² program
k predikcii nepotrebuje a preto sú ignorované. Ukáºka jedného bloku MAF súboru sa
nachádza na obrázku 3.2.

�a�-riadok slúºi na identi�káciu za£iatku nového bloku zarovnania. Taktieº sa tu
môºe nachádza´ informácia o hodnotení zarovnania v tomto bloku, ktoré mu bolo
pridelené jeho tvorcom.

�s�-riadky spolu s �a�-riadkom de�nujú viacnásobné zarovnanie. �s�-riadok pozostáva
z nieko©kých zloºiek, ktoré sú od seba oddelené bielymi znakmi. Riadok je v tvare:

〈src〉 〈start〉 〈size〉 〈strand〉 〈srcSize〉 〈text〉

• 〈src〉
Názov jednej zo zdrojových sekvencií v zarovnaní. �asto sa pouºíva tvar �orga-
nizmus.chromozóm�.

• 〈start〉
Za£iatok zarovnaného úseku zdrojovej sekvencie. �ísluje sa od 0.

• 〈size〉
Ve©kos´ zarovnanej oblasti. Ur£uje po£et báz v poloºke 〈text〉.
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• 〈strand〉
Ur£uje, ktoré z vláken (�+� alebo �-�) bolo zarovnané. Táto informácia je pre na²u
predikciu nepodstatná.

• 〈srcSize〉
Celková ve©kos´ zdrojovej sekvencie, nie len ve©kos´ zarovnanej oblasti.

• 〈text〉
Nukleotidy (alebo aminokyseliny) v zarovnaní spolu s prípadnými inzerciami
(znak poml£ky �-�).

a score=14268.000000

s dm3.chr2L 2420 33 + 23011544 CAACCCAAAATGGTGGCGGATGAACGAGATGAT

s droSim1.chr3R 427 33 - 27517382 caacccaaaatggcggcggacgaacgagatgac

i droSim1.chr3R C 0 I 5515

s droSec1.super_14 1331 23 + 2068291 ccacacataatggcggcgtacga����������

i droSec1.super_14 C 0 I 26

s droYak2.chr3R 2895 33 � 28832112 CAATTCAAAATGGAGGTGATCGAAAGAGAGGGA

i droYak2.chr3R I 1 C 0

s droWil1.scaffold_189243 390 33 + 1422 caacccaaaatggtggcggatgaacgagatgat

i droWil1.scaffold_189243 C 0 C 0

Obr. 3.2: Blok viacnásobného zarovnania vo formáte MAF

3.1.3 GTF

GTF je skratka pre Gene Transfer Format. Vznikol na základe formátu GFF (General
Feature Format) a pouºíva sa na anotáciu sekvencií. Anotácia, ktorá bola vytvorená
na²ím programom, bola zapísaná práve v GTF formáte. Taktieº i celkové predikcie
programu ExonHunter (vi¤. sekcia 2.3.1) sa zapisujú v tomto formáte.

Kaºdý riadok v GTF formáte predstavuje jeden záznam pre £as´ sekvencie a po-
zostáva z ôsmich povinných poloºiek a z nepovinného zoznamu atribútov a poznámok.
�truktúra jedného riadku v GTF formáte je:

〈seqname〉 〈source〉 〈feature〉 〈start〉 〈end〉 〈score〉 〈strand〉 〈frame〉 [attributes] [comments]

Jednotlivé poloºky sú oddelené jedným tabulátorom a ºiadnymi bielymi znakmi.
Poloºky sú de�nované nasledovne:

• 〈seqname〉
Meno sekvencie. Zvy£ajne je to ID chromozómu alebo ID £asti DNA. V na²om
programe sme za meno sekvencie povaºovali jej popis v TBA formáte, ktorý sme
popísali v sekcii 3.1.1

• 〈source〉
Poloºka zdroja, obsahuje názov programu alebo verejnej databázy, odkia© daná
anotácia pochádza. V na²om programe na tomto mieste uvádzame mafcsf
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• 〈feature〉
Typ záznamu. O£akávané sú typy ako napr. �CDS�, �start_codon�, �stop_codon�,
�exon�. Ná² program vypisuje dva typy záznamov:

� �CDS� pre kódujúce úseky

� �noncoding� pre nekódujúce úseky

• 〈start〉 〈end〉
Celé £íslo udávajúce relatívny za£iatok a koniec danej £asti sekvencie vzh©adom
na za£iatok sekvencie pomenovanej v 〈seqname〉, 〈start〉 musí by´ men²ie alebo
rovné 〈end〉. �ísluje sa od 1.

• 〈score〉
Skóre predstavuje stupe¬ spo©ahlivosti s akou moºno úsek povaºova´ za typ
〈feature〉. V²eobecne platí: �ím vy²²ia hodnota, tým skôr je daný úsek 〈feature〉.

• 〈strand〉
Môºe nadobúda´ hodnoty �+�, �-� alebo znak bodky �.� ak je hodnota neznáma
alebo je táto informácia nepodstatná. Ur£uje, £i sa anotovaná oblas´ nachádza
na danom vlákne (moºnos´ �+�) alebo na opa£nom komplementárnom vlákne
(moºnos´ �-�). Ak je teda vlákno �-�, tak prvá báza regiónu je komplementárna
báza k báze na pozícii 〈end〉, ke¤ºe anotovaná oblas´ za£ína na pozícii 〈end〉 a
kon£í na 〈start〉 na opa£nom vlákne.

• 〈frame〉
0 znamená, ºe anotovaná oblas´ za£ína celým kodónom na mieste prvej bázy
oblasti. 1 znamená, ºe pred prvým anotovaným kodónom sa nachádza navy²e
jedna báza1, tj. druhá báza regiónu predstavuje prvú bázu kodónu a 2 znamená,
ºe tretia báza regiónu je prvou bázou kodónu anotovanej oblasti.

• [attributes]
Predstavuje rôzne atribúty anotovanej oblasti. V na²om programe túto poloºku
vynechávame.

3.1.4 Skórovacia tabu©ka

Ná² program pri skórovaní pouºíva skórovaciu tabu©ku, ktorú na£íta z jednoduchého
textového súboru. Tabu©ka udáva aké skóre má by´ pridelené substitúcii kodónu A na
kodón B.

Kaºdý riadok súboru pozostáva z troch st¨pcov. V prvom st¨pci sa nachádza kodón
A, v druhom st¨pci kodón B a v tre´om sa de�nuje skóre pre danú substitúciu. Ak

1Tretia báza predchádzajúceho kodónu
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je substitúcia povaºovaná za substitúciu v kódujúcej oblasti, tak je skóre kladné. Ak
je substitúcia typickej²ia pre nekódujúce oblasti, tak sa jej v tabu©ke priradí skóre
záporné.

3.1.5 Kon�gura£ný súbor

V kon�gura£nom súbore sú uchované nastavenia pre ná² program. Údaje sú uloºené v
²tandardnom Unix-ovom kon�gura£nom formáte, tj. obsahuje riadky
PREMENNÁ = HODNOTA a riadky s komentárom za£ínajúce úvodným znakom �#�.
Na obrázku 3.3 vidíme ukáºku kon�gura£ného súboru. V súbore sú nastavené hodnoty
uvedených premenných:

• WINDOW � ve©kos´ okna
Zvolená ve©kos´ okna, ktorému bude pride©ované skóre. Jeho ve©kos´ musí by´ v
tvare 3k+ 2, aby bol po£et potenciálnych kodónov vo v²etkých £ítacích rámcoch
rovnaký (teda rovný k). Jeho presné vyuºitie je vysvetlené v sekcii 3.2.3

• MIN_SCORE � dolná hranica skóre okna pre kódujúcu oblas´
Kladné £íslo, okná s aspo¬ takouto hodnotou sa budú povaºova´ za kódujúce
okná

• MAX_SCORE � dolná hranica skóre okna pre nekódujúcu oblas´
Záporné £íslo, okná ohodnotené hodnotou skóre MAX_SCORE a menej sa budú
povaºova´ za okná nekódujúcej oblasti

• dvojica INFORMANT_MATRIX a INFORMANT_WEIGHT
Pre kaºdého informanta INFORMANT, ktorého zarovnanie chceme zoh©adni´ pri
predikcii, obsahuje hodnota INFORMANT_MATRIX cestu k skórovacej tabu©ke.
Hodnota premennej INFORMANT_WEIGHT ur£uje váhu daného informanta
pri predikcii.
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# window size

WINDOW = 92

# X

MIN_SCORE = 1.4

# Y

MAX_SCORE = -0.3

DROERE2_WEIGHT = 1

DROERE2_MATRIX = matrix1.txt

DROSIM1_WEIGHT = 0.8

DROSIM1_MATRIX = matrix2.txt

DROANA3_WEIGHT = 0.7

DROANA3_MATRIX = matrix3.txt

DP4_WEIGHT = 1

DP4_MATRIX = matrix4.txt

Obr. 3.3: Ukáºka kon�gura£ného súboru

3.2 Popis algoritmu

Po úspe²nom na£ítaní kon�gura£ného súboru je potrebné na£íta´ vstupný FASTA sú-
bor, ktorý obsahuje nieko©ko sekvencií (vi¤. 3.1.1). Kaºdá sekvencia sa následne samos-
tatne spracúva, preto sa budeme ¤alej v texte venova´ len spracovaniu jednej sekvencie.
Niº²ie uvedený postup sa následne aplikuje na kaºdú sekvenciu jednotlivo.

Ozna£me si spracovávanú sekvenciu písmenom S a nech má d¨ºku n. Teda

S = {si}ni=1

a je to ur£itá £as´ DNA referen£ného organizmu, ktorého názov je zakódovaný v mene
sekvencie, v TBA formáte (3.1.1).

Samotné spracovanie S moºno rozdeli´ do dvoch £astí. V prvej £asti programu sa
pre sekvenciu S získa tabu©ka zarovnaní informantov ku sekvencii S. V druhej £asti sa
na nej následne vyrátajú ²tatistiky podobné ²tatistikám z £lánku Lin a kol.[1], ktoré
sme opísali v sekcii 2.4.3. Pod©a nich sa potom niektoré £asti S prehlásia za kódujúce
alebo nekódujúce úseky.

3.2.1 Získanie zarovnania

Cie©om prvej £asti je získa´ ku sekvencii S zarovnania sekvencií od informantov uve-
dených v kon�gura£nom súbore (3.1.5).

V mene sekvencie je zakódovaná jej poloha v genóme. Pod©a nej vieme vyextrahova´
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príslu²nú £as´ zarovnania z MAF súboru. MAF súbor pozostáva z blokov, ktorých tvar
sme presne popísali v sekcii 3.1.2. V súbore teda nájdeme prvý relevantný blok, v
ktorom za£ína zarovnanie pre S a postupne z ¤al²ích blokov získavame zarovnania aº
kým nenaplníme celú tabu©ku zarovnaní pre sekvenciu S. Týmto spôsobom môºeme
postupova´, lebo bloky v MAF súbore sú utriedené pod©a za£iatku (vi¤. popis MAF
súboru v sekcii 3.1.2).

Ná² program vytvorí tabu©ku, ktorej kaºdý riadok predstavuje zarovnanie pre kon-
krétny organizmus. Je dôleºité si uvedomi´, ºe v²etky riadky tabu©ky sú rovnako dlhé,
ale zárove¬ môºu by´ dlh²ie neº samotná sekvencia S, lebo do sekvencie S môºe by´
potrebné povklada´ poml£ky na miestach, kde nastala delécia v sekvencii referen£ného
organizmu alebo inzercia v sekvencii niektorého informanta.

Pri vyp¨¬aní tabu©ky so zarovnaniami sme museli rie²i´ nieko©ko problémov, z kto-
rých niektoré uvedieme:

• Súbor s viacnásobnými celogenómovými zarovnaniami je rozdelený do blokov,
ktoré ale nemusia nutne pokrýva´ celú sekvenciu S. Teda pre sekvenciu S môºu
existova´ úseky, pre ktoré zarovnanie v MAF súbore neexistuje. Tieto úseky sme
v na²ej tabu©ke vyplnili znakom �-�, ktorý v zarovnaniach ²tandardne predstavuje
symbol pre inzerciu alebo deléciu.

• V jednom bloku sa nemusia nachádza´ zarovnania v²etkých informantov. Teda
samotné zarovnanie informanta I nemusí pokrýva´ v²etky úseky sekvencie S,
ktoré sú pokryté MAF súborom. Táto situácia bola taktieº vyrie²ená znakom �-�
pre nede�nované úseky zarovnania informanta I.

Výsledkom je vyplnená tabu©ka so zarovnaniami informantov ku sekvencii S, pod©a
ktorej sa môºe v ¤al²ích krokoch realizova´ samotný výpo£et.

3.2.2 Výpo£et skóre kodónu

Po vytvorení tabu©ky so zarovnaniami pre sekvenciu S sa spustí druhá £as´ programu,
ktorej cie©om je rozhodnú´, £i moºno niektoré £asti S povaºova´ za kódujúce alebo
nekódujúce. Základným krokom ná²ho algoritmu je priradi´ kaºdej trojici písmen v
S skóre, ktoré vyjadruje, £i sa môºe jedna´ o kódujúcu alebo nekódujúcu oblas´. V
nasledujúcom texte opí²eme, ako toto priradenie realizujeme.

Nech A je nejaký potenciálny kodón zo sekvencie S, tj. A je trojprvková súvislá
podpostupnos´ báz postupnosti S. Z tabu©ky zarovnaní, ktorej vytvorenie sme opísali
v predchádzajúcej sekcii, vieme pre konkrétneho informanta I vybra´ trojprvkovú pod-
postupnos´ hodnôt BI ∈ {A,C,G, T,N,−}, ktorá prislúcha potenciálnemu kodónu A.
Teda v tabu©ke so zarovnaniami vyberieme z riadku informanta I hodnoty, ktoré sú v
tom istom st¨pci ako jednotlivé bázy kodónu A.
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Základnou £as´ou my²lienky ná²ho algoritmu je práve priradenie skóre Sub(A,BI)

substitúcii medzi A a BI . Pri prira¤ovaní tohto skóre postupujeme ako v £lánku Lin a
kol.[1]. Rozli²ujeme ²tyri moºnosti:

• u informanta I do²lo k inzercii
Môºe nasta´ prípad, ºe u informanta I do²lo na mieste práve spracovávaného
kodónu A k inzercii (obr. 3.4). To znamená, ºe na danom mieste nastala ve©ká
zmena a preto tento prípad povaºujeme v kódujúcej oblasti za neºiaduci. Preto
pre informanta I priradíme hodnotu Sub(A,BI) := 0

• BI obsahuje znak �-�
Na pozícii kodónu A mohlo u informanta I dôjs´ k delécii. V tomto prípade
priradíme Sub(A,BI) := 0

• aspo¬ jeden z A alebo BI obsahuje znak �N�
Pri sekvenovaní referen£ného organizmu alebo informanta mohlo dôjs´ k chybe.
Nevieme teda aká báza sa na danej pozícii nachádza, priradíme Sub(A,BI) := 0

• A aj BI obsahujú len znaky báz �A�, �G�, �C�, �T�
V tomto prípade sú A aj BI regulérne kodóny a hodnotu pre túto substitúciu
vieme zisti´ zo skórovacej tabu©ky (3.1.4). Skóre Sub(A,BI) získame vynásobením
tohto £ísla príslu²nou váhou pre informanta I, ktorú sme získali z kon�gura£ného
súboru (3.1.5).

Referen£ný organizmus T - - G C

Informant T A G G A

(a) Do²lo k inzercii u informanta

Priradí sa skóre nula

Referen£ný organizmus T - - G C

Informant T - - G A

(b) Nedo²lo k inzercii

Skóre sa priradí ²tandardne

Obr. 3.4: Inzercia v kodóne

Výsledné celkové skóre Score(A) kodónu A následne vypo£ítame ako priemerné
skóre v²etkých informantov. Teda

Score(A) =

∑m
k=1 Sub(A,BIk)

m
,

kde m je po£et informantov.
Podobným spôsobom skórujeme potenciálny kodón i na komplementárnom vlákne.

Tento potenciálny kodón i k nemu prislúchajúce BI vytvoríme jeho komplementom a
oto£ením (vi¤. 1.1).
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3.2.3 Výpo£et skóre okna a predikcia

V predchádzajúcej £asti sme opísali, ako priradi´ potenciálnemu kodónu skóre. Jedna
trojica báz ale nemá dostato£ne ve©kú výpovednú hodnotu o tom, £i sa nachádza v
kódujúcej alebo nekódujúcej oblasti. Chceme ich preto spája´ do vä£²ích úsekov, aby
sme vedeli rozhodnú´ jednozna£ne. Ve©kos´ týchto úsekov je nastavená v kon�gura£nom
súbore premennou WINDOW (vi¤. 3.1.5).

Nech Si
W je súvislá podpostupnos´ postupnosti S, pri£om Si

W má d¨ºku W a za£ína
na i-tej pozícii postupnosti S. Na²im cie©om je prideli´ kaºdej súvislej podpostupnosti
Si
W skóre pre v²etkých 6 £ítacích rámcov. Toto skóre bude priemerom hodnôt skóre

jednotlivých kodónov tejto postupnosti pre daný £ítací rámec. Hodnota parametra W
bola nastavená pod©a hodnoty premennej WINDOW získanej z kon�gura£ného súboru.
Pre zjednodu²enie budeme v nasledujúcom texte podpostupnos´ Si

W ozna£ova´ pojmom
okno a W bude predstavova´ ve©kos´ okna.

Okná v na²om programe skórujeme iteratívne z©ava doprava, pri£om kvôli efektív-
nosti pri spracovaní okna za£ínajúceho na pozícii i pouºijeme £as´ hodnôt vypo£ítaných
pre okno pred ním. Najprv si povieme, £o v²etko je potrebné pre vypo£ítanie skóre jed-
ného okna Si

W a potom vysvetlíme toto zrýchlenie.

Spracovanie jedného okna

K tomu, aby sme vedeli oknu prideli´ skóre, potrebujeme pre dané okno vyextrahova´
príslu²nú £as´ tabu©ky so zarovnaniami. Ako sme uº vysvetlili v sekcii 3.2.1, táto £as´
tabu©ky zarovnaní môºe ma´ d¨ºku vä£²iu neº W , lebo u niektorého z informantov
mohlo na mieste okna dôjs´ k inzercii. Pre jednotlivé bázy okna Si

W teda potrebujeme
ur£i´ ich pozíciu (£íslo st¨pca) v tabu©ke so zarovnaniami k S. Tieto pozície si uloºíme do
po©a pozícií p, pri£om p[j] je pozícia j-tej bázy v tabu©ke zarovnaní. Kodón referen£ného
organizmu za£ínajúci na pozícii j v sekvencii S je teda v tabu©ke postupnos´ báz na
pozíciách p[j], p[j + 1] a p[j + 2].

Druhý typ informácie potrebnej k ohodnoteniu okna je pridelenie skóre kodónom
okna Si

W v jednotlivých £ítacích rámcoch. Vytvorili sme si teda polia cod_score a
revcod_score, v ktorých budeme uchováva´ hodnoty skóre pre kodóny £ítacích rámcov,
pri£om cod_score[j] je skóre kodónu za£ínajúceho v S na pozícii j a revcod_score[j]
skóre kodónu reverzného komplementárneho ku kodónu na pozícii j.

Ako bolo povedané v £asti 3.1.5, d¨ºka okna je W = 3k + 2, pri£om k je po£et
kodónov v okne Si

W vo v²etkých £ítacích rámcoch. Kodóny okna Si
W prislúchajúce

£ítaciemu rámcu r = 0 za£ínajú v sekvencii S na pozíciách i, i+ 3, i+ 6, ...i+ 3(k− 1).
Kodóny prislúchajúce £ítaciemu rámcu r = 1 kodóny na pozíciách i + 1, i + 4, i +

7, ...i + r + 3(k − 1) a £ítaciemu rámcu r = 2 kodóny za£ínajúce v S na pozíciách
i+ 2, i+ 5, i+ 8, ...i+ r+ 3(k− 1). Pre reverzné £ítacie rámce 3,4,5 vytvoríme kodóny
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z kodónov £ítacích rámcov 0,1,2 2 ako reverzné komplementárne (vi¤ 1.1).
Finálne skóre scorer

Si
W
okna Si

W pre £ítací rámec r vypo£ítame ako priemerné skóre
kodónov v danom £ítacom rámci r.
Teda pre £ítacie rámce r ∈ {0, 1, 2} platí

scorerSi
W

=

∑k−1
j=0 cod_score[i+ r + 3k]

k

A pre reverzné £ítacie rámce r ∈ {3, 4, 5} platí

scorerSi
W

=

∑k−1
j=0 revcod_score[i+ (r − 3) + 3k]

k

Efektívne posúvanie okna

Vy²²ie uvedeným postupom vieme vypo£íta´ prvky po©a pozícií p, prvky polí cod_score
a revcod_score a taktieº výsledné skóre scorer

S0
W

prvého okna S0
W pre v²etky £ítacie

rámce r. Pre ¤al²ie okná túto informáciu znovu pouºijeme.
Ak máme vyrátané skóre pre okno Si

W , tak ¤al²ie okno, ktoré potrebujeme spraco-
va´ je okno Si+3

W . Pre kaºdý £ítací rámec platí, ºe kodóny okna Si+3
W vznikli odstránením

prvého kodónu v Si
W a pridaním jedného kodónu na koniec. Teda polia p, cod_score

a revcod_score nemusíme celé nanovo vyp¨¬a´, ale sta£í len upravi´ ich hodnoty zo
spracovania predchádzajúceho okna. V poliach odstránime prvé tri hodnoty a dopo£í-
tame posledné tri. V na²om programe sme teda na v²etky tri polia 3-krát aplikovali
shift po©a do©ava a na koniec pridali novovypo£ítané hodnoty. �asová zloºitos´ tejto
operácie v programovacom jazyku Perl, v ktorom je ná² program naprogramovaný, ne-
závisí od d¨ºky po©a, ale sa vykoná v kon²tantnom £ase, a preto sme si jej pouºitie
mohli dovoli´.

Taktieº celkové skóre okna scorer
Si+3
W

vieme vypo£íta´ z hodnoty skóre predchádza-
júceho okna scorer

Si
W
. Preto sa teda celé spracovanie okna realizuje v kon²tantnom

£ase.

Predikcia

Kaºdému £ítaciemu rámcu r okna Si
W sme teda priradili skóre scorer

Si
W
, ktoré pred-

stavuje priemerné skóre kodónu v danom okne a £ítacom rámci. Následne prebieha
rozhodovanie, £i moºno okno Si

W povaºova´ za oblas´ kódujúcu, nekódujúcu, alebo za
oblas´, pre ktorú nevieme rozhodnú´. Citlivos´ predikcie je regulovaná parametrami
MIN_SCORE a MAX_SCORE z kon�gura£ného súboru.

2V tomto poradí, tj. z kodónov pre £ítací rámec 0 kodóny rámca 3, z kodónov pre £ítací rámec 1
kodóny rámca 4 at¤.
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Oblas´ Si
W povaºujeme v £ítacom rámci r za kódujúcu, ak je skóre tejto oblasti as-

po¬ také ako MIN_SCORE. Na druhej strane, ak je skóre vo v²etkých £ítacích rámcoch
men²ie alebo rovné MAX_SCORE, tak sa oblas´ povaºuje za nekódujúcu. Následne
vypí²eme na výstup predikciu v GTF formáte (3.1.3), pri£om jednotlivé poloºky na-
stavíme v poºadovanom tvare.

< start > := i

< end > := i+W − 1

• scorer
Si
W
≥ MIN_SCORE � kódujúca oblas´

< feature >:= CDS

< score >:= scorer
Si
W

Poloºky < strand > a < frame > sa nastavia na poºadované hodnoty pod©a r.

• ∀r : scorer
Si
W
≤ MAX_SCORE � nekódujúcu oblas´

< feature >:= noncoding

< score >:= max{scorer
Si
W
| r ∈ {0, 1, 2, 3, 4, 5}}

Poloºky < strand > a < frame > zostanú nede�nované (symbol �.�).

Po vykonaní horeuvedeného postupu pre v²etky okná sekvencie S je výstupom
zoznam v²etkých nájdených kódujúcich a nekódujúcich oblastí S v GTF formáte.

3.3 Roz²írenia základného algoritmu

Okrem samotného algoritmu na predikciu kódujúcich a nekódujúcich oblastí sme do
ná²ho programu implementovali aj metódy, ktoré zabezpe£ujú zrýchlenie programu,
alebo upravujú výstup do lep²ej podoby.

3.3.1 Indexovanie

Jeden MAF súbor s viacnásobnými celogenómovými zarovnaniami je pomerne ve©ký.
Ako príklad uvedieme, ºe pre nami testovaný organizmus Drosophila melanogaster má
MAF súbor pre jeden chromozóm ve©kos´ vä£²iu neº 500MB.

Ak vstupný FASTA súbor obsahuje m sekvencií, tak pre kaºdú z nich musíme v
MAF súbore nájs´ zarovnanie. Napriek informácii, ºe bloky v MAF súbore sú uspo-
riadané pod©a za£iatku, to v najhor²om prípade znamená, ºe budeme musie´ pre£íta´
celý súbor aº m-krát.

Z tohto dôvodu sme sa rozhodli pre kaºdý MAF súbor vytvori´ indexový súbor,
ktorý pozostáva z dvoch st¨pcov. V prvom st¨pci sa nachádza pozícia x v sekvencii
referen£ného genómu a v druhom st¨pci pozícia p v MAF súbore, na ktorú môºeme
sko£i´, ak chceme na£íta´ zarovnanie pre sekvenciu, ktorá za£ína najskôr na pozícii x.
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Hodnota p ukazuje na prvý blok v MAF súbore, ktorý kon£í za hranicou x. Pozície x
vypisujeme s krokom k = 5000, tj. súbor obsahuje riadky pre x = 0, k, 2k, ....

Ak sme teda z hlavi£ky vo FASTA súbore zistili, ºe sekvencia S za£ína na pozícii
x′, tak nám sta£í za£a´ £íta´ MAF súbor od pozície p, ktorá je uvedená v indexovom
súbore pri £ísle x = x′ − (x′ mod k), tj.

x = kimax; imax = max{i | ki ≤ x′}

Indexový súbor vytvoríme jedným prechodom MAF súboru pri jeho prvom pouºití, pri
¤al²ích pouºitiach binárnym vyh©adávaním nájdeme vhodnú dvojicu (x, p) a £ítame z
MAF súboru od pozície p aº kým nenájdeme prvý blok obsahujúci za£iatok S. Týmto
mechanizmom namiesto £ítania celého MAF súboru potrebujeme pre£íta´ iba tie bloky,
ktoré sa bu¤ prekrývajú so skúmanou sekvenciou S alebo s oknom d¨ºky najviac k pred
jej za£iatkom.

3.3.2 Spájanie intervalov

V sekcii 3.2.3 sme opísali, ako sa pre okno rozhodne, £i ho moºno povaºova´ za kódujúce
alebo nekódujúce. Následne sme informácie o okne spolu s hodnotou skóre vypísali
na výstup v GTF formáte. Nevýhodou tohto rie²enia je, ºe sa vypisuje vºdy nový
záznam o kaºdom okne Si

W . Rozhodli sme sa teda implementova´ algoritmus, ktorý
bude prekrývajúce sa okná v rovnakom £ítacom rámci spája´ a vypí²e v GTF formáte
informácie pre výsledné dlh²ie okno, ktoré vzniklo zjednotením týchto okien. Najhor²ie
skóre spomedzi v²etkých prekrývajúcich sa okien, bude predstavova´ aj �nálne skóre
pre výsledné okno (aby sa dodrºalo pravidlo, ºe v²etky okná majú aspo¬ také skóre).

Rozdelili sme si teda jednotlivé okná (identi�kované za£iatkom, koncom, £ítacím
rámcom a hodnotou skóre) do ²iestich skupín pod©a £ítacích rámcov, pri£om v kaºdej
skupine boli usporiadané pod©a za£iatku (v tomto poradí boli získavané, takºe ich
nebolo nutné triedi´). Na kaºdú skupinu sme následne aplikovali rovnaký postup, pri
ktorom sme postupne spracúvali jednotlivé okná v poradí. Po na£ítaní prvého okna O
sme vytvorili pomocné pole p, ktoré malo d¨ºku rovnú d¨ºke okna O a do jednotlivých
polí£ok p[i] sme uloºili hodnotu skóre okna O. Potom sme na£ítali ¤al²ie okno O′ a
overili, £i sa prekrýva s oknom O.

• Ak áno, tak sme zvä£²ili d¨ºku po©a p o vy£nievajúci úsek a upravili prislúchajúce
hodnoty p[i] pre okno O′ na maximum pôvodnej hodnoty a hodnoty skóre O′.
Následne sme okno zjednotenia O a O′ ozna£ili ako O a pokra£ovali na£ítaním
nasledujúceho okna O′ (obr. 3.5).

• Ak nie, tak sme jednotlivé údaje o okne zjednotenia O a hodnoty p[i] uloºili a
postupovali, akoby sme práve na£ítali prvé okno.
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skóre okna = 1

skóre okna = 2

skóre okna = 3

skóre okna = 2

skóre okna = 1

 1 2 3 2 1

Obr. 3.5: Spájanie prekrývajúcich sa okien v rovnakých £ítacích rámcoch do okna zjed-
notenia. Výsledkom je pole s maximálnymi hodnotami skóre pre jednotlivé úseky a
informácia o pozícii okna zjednotenia.

Takto sme z viacerých prekrývajúcich sa okien vytvorili jedno okno zjednotenia,
ktorému sme pridelili najhor²ie skóre, ktoré obsahuje a vypísali na výstup v GTF
formáte. Ak by sa ale v tomto okne nachádzala aj oblas´ s ve©mi vysokým skóre, tak
by sme túto informáciu stratili. Preto sme e²te následne postupne prechádzali po©om
p od kaºdej pozície j a vypísali úsek, v ktorom hodnota neklesla pod p[j] (obr. 3.6).
�ítanie od pozície j sme presko£ili, ak p[j] ≤ p[j − 1], lebo prípadné nájdené okno uº
bolo zahrnuté v predchádzajúcom. Týmto postupom sme efektívne vyrie²ili problém
mnohých prekrývajúcich sa okien a nestratili sme informáciu o lep²ích oknách.

1 2 3 2 1  

1

+

2

3

Obr. 3.6: Príklad zoznamu intervalov vypísaných do GTF súboru pre jedno okno zjed-
notenia. Údaj o samotnom okne zjednotenia a jeho rozdelenie na jednotlivé úseky za
ú£elom poskytnutia informácie aj o £astiach s vy²²ím skóre.
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Kapitola 4

Výsledky

Po doplnení ná²ho modulu do programu ExonHunter, ktorý slúºi ako jeho radca, sme
sa ho rozhodli testova´ na testovacích sekvenciách. Aktuálna anotácia genómu octovej
mu²ky Drosophila melanogaster sa v sú£astnosti povaºuje za pomerne presnú a preto
sme mohli úspe²nos´ na²ich výsledkov vyhodnoti´. Samotnému testovaniu presnosti
predikcií predchádzal výber vhodných kon�gura£ných nastavení, ktorý môºe výrazne
ovplyvni´ namerané výsledky.

4.1 Pouºité dáta

V na²ej práci sme pouºívali dve rozdielne sady dát, trénovacie a testovacie, ktoré sme
získali z databázy UCSC Genome Browser [10]. Obe sady obsahovali nieko©ko DNA
sekvencií d¨ºky dva milióny báz, ktoré pochádzali od octovej mu²ky Drosophila mela-

nogaster z chromozómov chr2L a chr2R. Trénovacie dáta pozostávali spolu z pätnástich
sekvencií (²es´ z chromozómu chr2L a devä´ z chromozómu chr2R). Testovacie dáta boli
tvorené ôsmimi sekvenciami (²es´ z chromozómu chr2L a dve z chromozómu chr2R).
Referen£né anotácie pre trénovacie i testovacie sekvencie sme získali z databázy RefSeq

umiestnenej na NCBI [13].
Viacnásobné celogenómové zarovnania sme taktieº získali z UCSC Genome Browser

a boli vytvorené programom Multiz [9]. K referen£nému genómu mu²ky Drosophila me-

lanogaster boli zarovnané genómy nasledujúcich 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 Vo©ba kon�gura£ných nastavení

V kon�gura£nom súbore si uºívate© nastavuje parametre, ktoré budú ovplyv¬ova´ vý-
po£et ná²ho programu. Uºívate© musí taktieº vytvori´ skórovaciu tabu©ku, pod©a ktorej
sa priradí substitúcii kodónov hodnota skóre. V nasledujúcom texte sa budeme venova´
tomu, aké nastavenia sme pouºívali pri testovaní a ako sme ich volili.

4.2.1 Skórovacia tabu©ka

Ke¤ºe Lin a kol.[1] nesprístupnili skórovaciu tabu©ku, s ktorou svoje predikcie vykoná-
vali, museli sme si vytvori´ vlastnú. Pre na²e testovacie ú£ely sme si vytvorili len ve©mi
jednoduchú tabu©ku, ktorá bola pre v²etkých informantov jednotná. Taktieº sme igno-
rovali príbuznosti jednotlivých organizmov a preto sme jej váhu pre v²etky organizmy
zvolili 1.

Samotnú tabu©ku hodnôt skóre pre substitúcie kodónov sme vytvorili pod©a jedno-
duchých závislostí. Nech je kodón A substituovaný kodónom B a Sub(A,B) je hodnota
skóre priradená tejto substitúcii. Rozli²ovali sme ²tyri moºnosti:

• ak A = B, tak Sub(A,B) := 0

Ak sú dva zarovnávané kodóny zhodné, nedo²lo k ºiadnej substitúcii a preto
nemáme informáciu o tom, £i ide o kódujúci alebo nekódujúci úsek. Z toho dôvodu
sme v tomto prípade zvolili skóre pre substitúciu rovné nule.

• ak A kóduje rovnakú aminokyselinu ako B, tak Sub(A,B) := 10

Ak substitúcia kodónov nemení kódovaná aminokyselina, nezmení sa ani výsledná
bielkovina, ktorá bola pomocou nej kódovaná. Dá sa preto predpoklada´, ºe sa
jedná o kódujúcu oblas´. Preto sme zvolili kladné skóre.

• ak A kóduje inú aminokyselinu ako B, tak Sub(A,B) := −10

Zmenou aminokyseliny v bielkovine sa vä£²inou mení i tvar bielkoviny a teda i
jej funkcia. Preto sa takéto substitúcie dejú v kódujúcich oblastiach menej a sú
beºné pre nekódujúce oblasti. Zvolili sme preto pre túto moºnos´ skóre záporné.

• ak práve jeden z A a B je Stop kodón, tak Sub(A,B) := −50

Zmenou jedného kodónu kódujúceho aminokyselinu na Stop kodón (a naopak)
sa mení i d¨ºka kódovanej aminokyseliny a preto sú takéto substitúcie v kódujú-
cich oblastiach zvä£²a ve©mi neºiadúce. Vo©ba e²te men²ieho záporného £ísla sa
intuitívne ukazuje správna.

4.2.2 Ve©kos´ okna a prahy citlivosti

S vo©bou ve©kosti okna a hodnotami MAX_SCORE a MIN_SCORE je to menej intu-
itívne a ich hodnoty môºu v istej miere závisie´ od konkrétneho referen£ného organizmu.
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Napríklad ideálne zvolená ve©kos´ okna priamo závisí od d¨ºky kódujúcich oblastí pre
daný organizmus. Rozhodli sme sa teda testova´ rôzne nastavenia programu na tréno-
vacích sekvenciách.

Pri zis´ovaní vhodných nastavení hodnôt parametrov WINDOW, MAX_SCORE a
MIN_SCORE sme sa zaujímali o senzitivitu a ²peci�citu na²ich predikcií pre jednotlivé
bázy skúmanej sekvencie, pri£om sme pouºívali ²tandardné de�nície:

senzitivita =
# správne predikovaných

# správne predikovaných + # nepredikovaných

²peci�cita =
# správne predikovaných

# správne predikovaných + # nesprávne predikovaných

V prípade skúmania kódujúcich úsekov sme bázu povaºovali sa správne predikovanú,
ak ju ná² program prehlásil v konkrétnom £ítacom rámci r a na konkrétnom vlákne v
(+ alebo -) za bázu v kódujúcej oblasti a zárove¬ táto báza aj skuto£ne bola v rámci
r a na vlákne v kódujúca. Za nesprávne predikovanú bola povaºovaná báza, ktorú
program prehlásil v £ítacom rámci r a na vlákne v za kódujúcu, no v skuto£nosti sa v
kódujúcej oblasti nenachádzala, alebo nachádzala, ale v inom £ítacom rámci alebo na
inom vlákne. Kategóriu nepredikovaných báz tvorili v²etky tie bázy, ktoré sa nachádzali
v kódujúcich oblastiach, no ná² program ich nepredikoval, alebo predikoval nesprávne.
V prípade pozorovania nekódujúcich úsekov sme postupovali analogicky.

Z významu MIN_SCORE a MAX_SCORE a de�novania senzitivity a ²peci�city je
zrejmé, ºe sme sa mohli samostatne zaobera´ predikciou kódujúcich a nekódujúcich ob-
lastí. Program sme spú²´ali pre rôzne nastavenia parametrov WINDOW, MIN_SCORE
a MAX_SCORE a vyrátali sme hodnoty:
SnCDS(WINDOW,MIN_SCORE), SpCDS(WINDOW,MIN_SCORE)

Snnoncoding(WINDOW,MAX_SCORE), Spnoncoding(WINDOW,MAX_SCORE)

Pri h©adaní vhodných nastavení sme sledovali priemerné hodnoty senzitivity a ²pe-
ci�city. Teda hodnoty

AvgCDS :=
SnCDS + SpCDS

2

Avgnoncoding :=
Snnoncoding + Spnoncoding

2

Na obrázku 4.1a sú znázornené priemerné hodnoty kódujúcich oblastí pre nie-
ktoré nastavenia MIN_SCORE. Podobne na obrázku 4.1b sa nachádzajú priemerné
hodnoty nekódujúcich oblastí pre nastavenia MAX_SCORE. Pomocou týchto pozo-
rovaní sme zvolili nastavenia parametrov WINDOW = 128, MIN_SCORE = 1.2 a
MAX_SCORE = −0.5, ktoré by mali dosahova´ dobré výsledky i na testovacích DNA
sekvenciách mu²ky Drosophila melanogaster.
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Obr. 4.1: Priemerné hodnoty senzitivity a ²peci�city pre rôzne hodnoty MIN_SCORE
a MAX_SCORE uvedené v legende tabuliek.

4.2.3 Vyuºitie informácie ExonHunter-om

Následne prebehlo trénovanie programu ExonHunter, ktoré má za úlohu zisti´ pravde-
podobnos´, ºe je radca správny a pod©a nej ho budú rady ná²ho radcu ovplyv¬ova´. Na
trénovanie bol pouºitý výsledný GTF súbor s výsledkom ná²ho algoritmu pre tréno-
vacie sekvencie s nastaveniami, ktorých získanie sme opísali v predchádzajúcom texte.
Intervaly z ná²ho GTF súboru boli spracovávané existujúcimi skriptami v programe
ExonHunter a po natrénovaní bol program ExonHunter schopný vyuºi´ ná²ho radcu
pri svojich predikciách.

4.3 Analýza predikcií

Po zvolení skórovacej tabu©ky a kon�gura£ných parametrov, sme s týmito nastaveniami
na testovacích sekvenciách testovali úspe²nos´ h©adania génov s vyuºitím externej in-
formácie z viacnásobných celogenómových zarovnaní a výsledky sme porovnávali s re-
feren£nou anotáciou. V tabu©ke 4.1 sme porovnali program ExonHunter bez a následne
s vyuºitím externej informácie z viacnásobných celogenómových zarovnaní.
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EH EH+CSF � pôvodné EH+CSF � modi�kované
Senzitivita génov 41.98% 31.24% 40.42%
�peci�cita génov 47.63% 42.28% 46.15%
Senzitivita exónov 72.03% 61.32% 70.24%
�peci�cita exónov 72.48% 72.81% 71.91%
Senzitivita nukleotidov 94.67% 84.26% 93.65%
�peci�cita nukleotidov 91.49% 96.10% 92.63%

Tabu©ka 4.1: Porovnanie predikcií programu ExonHunter bez vyuºitia externej informá-
cie a s vyuºitím externej informácie z viacnásobných celogenómových zarovnaní (CSF).
Porovnávané sú výsledky s pôvodnými nastaveniami a modi�kovanými. V referen£nej
anotácii bol celkový po£et génov 1796, po£et exónov 7681 a kódujúcich nukleotidov
3284776.

Na vyhodnocovanie predikcií sme pouºili program Eval [11] a skúmali sme sen-
zitivitu a ²peci�citu predikcie génov, exónov a nukleotidov (jedna báza kódujúceho
exónu). Prvok (gén, exón, nukleotid) sa povaºuje za správne predikovaný, ak sa jeho
pozícia a typ presne zhoduje s prvkom v referen£nej anotácii. Za nesprávne predikovaný
sa povaºuje prvok, ktorého typ a pozícia sa nezhodujú so ºiadnym prvkom referen£nej
anotácie a nepredikované prvky sú tie prvky referen£nej anotácie, pre ktoré v testovanej
predikcii neexistuje ºiaden prvok rovnakého typu a pozície.

Z porovnaní vidno, ºe predikcie s vyuºitím nového radcu sa od pôvodných zhor-
²ili vo v²etkých mierach okrem ²peci�city exónov a kódujúcich nukleotidov. Neúspech
predikcie sme analyzovali a vizualizovali pomocou nástroja Mikroskop [12] a zistili, ºe
i ke¤ sa nám pomocou externej informácie podarilo správne predikova´ niektoré ob-
lasti, ktoré bez jej vyuºitia správne predikované neboli (obr. 4.2a), tak £astokrát rady
presnos´ predikcií zhor²ili. Vo ve©a prípadoch to bolo zaprí£inené tým, ºe radca ozna£il
aj kódujúce úseky za úseky nekódujúce a tým zaprí£inil výslednú nesprávnu predikciu
(obr. 4.2b). Rozhodli sme sa preto predikciu zopakova´ so sprísnenou hranicou pre ne-
kódujúce oblasti, zvolili sme MAX_SCORE = −2. Z pozorovaní sme taktieº zistili, ºe
predikcie okrajových £astí okien bývajú vo ve©a prípadoch nepresné a preto sme mo-
di�kovali program ExonHunter tak, aby okrajové £asti nami predikovaných intervalov
orezával. Intervaly CDS sme orezali o 30 báz a intervaly noncoding o 200 báz z kaºdého
konca.
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Obr. 4.2: Vizualizácia predikcií niektorých úsekov testovacích sekvencií. Porovnávajú
sa predikcie programu ExonHunter bez a s pouºitím externej informácie z celogenómo-
vých zarovnaní (CSF) a referen£nej anotácie. Zvýraznené £asti predstavujú predikované
exóny v jednotlivých anotáciách.

Úpravami sme získali výsledky, ktoré sa okrem ²peci�city exónov a kódujúcich nuk-
leotidov v porovnaní s predchádzajúcim meraním zlep²ili, no napriek tomu sme nezaz-
namenali zlep²enie v porovnaní s predikciou programu ExonHunter bez vyuºitia na²ich
rád (tab. 4.1).

4.4 Návrh zlep²enia

Z na²ich neuspokojivých výsledkov predikcie vyplýva, ºe zvolená jednoduchá skórovacia
tabu©ka k zaznamenaniu zlep²enia úspe²nosti predikcií programu ExonHunter v sú£as-
nosti neposta£uje. Je preto potrebné vytvori´ efektívnej²í spôsob skórovania substitúcií
kodónov pre jednotlivé organizmy.

Zo známych anotácií a zarovnaní sekvencií si môºeme poºadovanú skórovaciu ta-
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bu©ku vytvori´. Pod©a porovnania výskytov jednotlivých substitúcií kodónov v kódu-
júcich a nekódujúcich oblastiach dokáºeme zisti´, £i je daná substitúcia £astej²ia v
úsekoch, ktoré kódujú nejakú bielkovinu, alebo nie. �ím vä£²ie mnoºstvo anotovaných
sekvencií máme k dispozícii, tým vierohodnej²iu skórovaciu tabu©ku sme schopný vy-
tvori´. Na vytvorenie tabu©ky môºeme pouºi´ spôsob podobný prístupu Lin a kol.,
ktorý sme opísali v £asti 2.4.3.
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Záver

Cie©om na²ej práce bolo implementova´ modul na pouºitie celogenómových zarovnaní
v systéme na h©adanie génov - ExonHunter. Vytvorili sme radcu, ktorý na základe
porovnaní DNA sekvencií príbuzných organizmov ozna£il niektoré £asti skúmanej sek-
vencie za kódujúce a nekódujúce a túto informáciu poskytol programu ExonHunter,
ktorý ju následne vyuºil pri predikcii génov.

Program s doplnenou moºnos´ou vyuºitia viacnásobných celogenómových zarov-
naní sme testovali na testovacích DNA sekvenciách mu²ky Drosophila melanogaster.
Ke¤ºe sme pouºili len jednoduchú skórovaciu tabu©ku, tak sa nám presnos´ predikcií
zlep²i´ nepodarilo. Samotné rady síce boli pomerne presné, ale v spojení s programom
ExonHunter k zlep²eniu nedochádzalo. Preto predpokladáme, ºe pomocou zloºitej²ích
postupov tvorby skórovacej tabu©ky dôjde k zlep²eniu presnosti a ná² modul bude
moºné v budúcnosti efektívne vyuºi´.
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