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1 Stav a plán prípravy pilotného predmetuPilotný predmet �Metódy v bioinformatika� bude vyu£ova´ Mgr. Bronislava Brejová, PhD a Mgr. Tomá²Vina°, PhD v zimnom semestri ²kolského roku 2010/2011. Predmet bude prezentovaný ²tudentom informa-tikýh a biologikýh zameraní, prevaºne magisterského ²túdia.Predmet bude vyu£ovaný formou dvojhodinovýh predná²ok, ktoré budú spolo£né pre biológov aj infor-matikov a dvojhodinovýh vi£ení, kde budú biológovia a informatii rozdelení na dve r�zne skupiny, pri£ombiologiká skupina bude ma´ vi£enia v po£íta£ovej u£ebni.Na predná²kah budú prezentované základné problémy bioinformatiky, ih formuláia a prístupy k ihrie²eniu. Cvi£enia pre informatikov budú obsahova´ dopl¬ujúi materiál z biológie, ako aj materiál rozvíjajúimetódy a algoritmy. Cvi£enia pre biológov budú obsahova´ dopl¬ujúi materiál z informatiky, ako aj praktikévi£enia pri po£íta£i zamerané na praktikú aplikáiu získanýh vedomostí.V £ase písania tejto správy prebieha intenzívna príprava materiálov pre tento predmet. Predbeºná verziapríprav predná²ok je zahrnutá v tomto materiály, tento materiál v ¤al²om období rozvinieme do podobyskrípt.

2



2 Úvodné informáie o predmeteCiele predmetu
• V²eti: preh©ad základnýh metód na výpo£tovú analýzu biologikýh sekvenií a ¤al²íh dát v mole-kulárnej biológii
• Informatii: algoritmy a dátové ²truktúry, strojové u£enie, pravdepodobnos´. Ako prejs´ od problémuv reálnom svete k matematikej abstrakii
• Biológovia: matematiké modely tvoriae základ populárnyh bioinformatikýh nástrojov, pouºívanienástrojov, interpretáia výsledkov
• V²eti: skúsenos´ s interdisiplinárnou spolupráouOsnova predmetu

• Sekvenovanie, zostavovanie sekveniíAko sa získavajú DNA sekvenie, akú rolu v tom hraje informatikaFormuláia ako grafový problém
• Zarovnávanie (sequene alignment)Ako nájs´ podobné sekvenie, typy zarovnaní, význam parametrovDynamiké programovanie, efektívna práa s re´azami
• H©adanie génovAko výpo£tovo h©ada´ gény v genómePravdepodobnostné modely, skryté Markovove modely (HMM),dynamiké programovanie
• Evolúia, rekon²trukia fylogenetikýh stromovPrístupy zaloºené na vzdialenostiah a úspornosti (parsimony)Pravdepodobnostné modely evolúie 3



• Komparatívna genomikaAko vyuºi´ informáiu z viaerýh príbuznýh genómovSpojenie HMM a evolu£nýh modelov
• �truktúra a funkia proteínovAko informatiky zisti´ £o najvia o novom proteíneHMM, energetike modely proteínovej ²truktúry
• Expresia a reguláia génovAko analyzova´ výsledky miroarraysZhlukovanie (lustering), biologiké siete a ih vlastnosti
• Transkrip£né faktoryPredikia väzobnýh miestH©adanie opakujúih sa motívov v sekveniáhRozpoznávanie známyh motívov pomoou strojového u£enia
• RNAAko predikova´ sekundárnu ²truktúru RNA, h©ada´ RNA gényDynamiké programovanie, stohastiké bezkontextové gramatiky
• Popula£ná genetika�túdium rozdielov medzi jedinami v rámi druhuPravdepodobnostné modely, stohastiké algoritmy3 Malá ukáºka na úvod: h©adanie homológiíBiologiký problém
• �lovek aj my² majú a 20 tisí génov
• Gén je re´aze s nieko©ko tisí znakmi (mRNA sekvenia)
• Ve©a z týhto génov aj v spolo£nom predkovi £loveka a my²ipred 75mil. rokmi
• Ca 15-30% báz (znakov) zmutovalo
• Homológy: dvojia génov z toho istého predka
• Cie©: Pre daný ©udský gén heme nájs´ homológ v my²i
• Dáta: Jeden re´aze (©udský gén), 20 tisí re´azov (my²ie gény)ale informatik he matematiky dobre de�novaný problém...>gi|169791021|ref|NM_000937.3| Homo sapiens polymerase (RNA) II (DNA direted) polypeptide A, 220kDa (POLR2A), mRNATTTTTTTTTCCTTTTTGGGAGCTGAAAAATTTCCGGTAAGGGAAAGAAGGGCTCCTTTCGCTCCTTATTTCCCCGCCTCCTTCCCTCCCCCACCTTCCCCTCCTCCGGCTTTTTCCTCCCAACTCGGGGAGGTCCTTCCCGGTGGCCGCCCTGACGAGGTCTGAGCACCTAGGCGGAGGCGGCGCAGGCTTTTTGTAGTGAGGTTTGCGCCTGCGCAGCGCGCCTGCCTCCGCCATGCACGGGGGTGGCCCCCCCTCGGGGGACAGCGCATGCCCGCTGCGCACCATCAAGAGAGTCCAGTTCGGAGTCCTGAGTCCGGATGAACTGAAGCGAATGTCTGTGACGGAGGGTGGCATCAAATACCCAGAGACGACTGAGGGAGGCCGCCCCAAGCTTGGGGGGCTGATGGACCCGAGGCAGGGGGTGATTGAGCGGACTGGCCGCTGCCAAACATGTGCAGGAAACATGACAGAGTGTCCTGGCCACTTTGGCCACATTGAACTGGCCAAGCCTGTGTTTCACGTGGGCTTCCTGGTGAAGACAATGAAAGTTTTGCGCTGTGTCTGCTTCTTCTGCTCCAAACTGCTTGTGGACTCTAACAACCCAAAGATCAAGGATATCCTGGCTAAGTCCAAGGGACAGCCCAAGAAGCGGCTCACACATGTCTACGACCTTTGCAAGGGCAAAAACATATGCGAGGGTGGGGAGGAGATGGACAACAAGTTCGGTGTGGAACAACCTGAGGGTGACGAGGATCTGACCAAAGAAAAGGGCCATGGTGGCTGTGGGCGGTACCAGCCCAGGATCCGGCGTTCTGGCCTAGAGTTGTATGCGGAATGGAAGCACGTTAATGAGGACTCTCAGGAGAAGAAGATCCTGCTGAGTCCAGAGCGAGTGCATGAGATCTTCAAACGCATCTCAGATGAGGAGTGTTTTGTGCTGGGCATGGAGCCCCGCTATGCACGGCCAGAGTGGATGATTGTCACAGTGCTGCCTGTGCCCCCGCTCTCCGTGCGGCCTGCTGTTGTGATGCAGGGCTCTGCCCGTAACCAGGATGACCTGACTCACAAACTGGCTGACATCGTGAAGATCAACAATCAGCTGCGGCGCAATGAGCAGA 4



ACGGCGCAGCGGCCCATGTCATTGCAGAGGATGTGAAGCTCCTCCAGTTCCATGTGGCCACCATGGTGGACAATGAGCTGCCTGGCTTGCCCCGTGCCATGCAGAAGTCTGGGCGTCCCCTCAAGTCCCTGAAGCAGCGGTTGAAGGGCAAGGAAGGCCGGGTGCGAGGGAACCTGATGGGCAAAAGAGTGGACTTCTCGGCCCGTACTGTCATCACCCCCGACCCCAACCTCTCCATTGACCAGGTTGGCGTGCCCCGCTCCATTGCTGCCAACATGACCTTTGCGGAGATTGTCACCCCCTTCAACATTGACAGACTTCAAGAACTAGTGCGCAGGGGGAACAGCCAGTACCCAGGCGCCAAGTACATCATCCGAGACAATGGTGATCGCATTGACTTGCGTTTCCACCCCAAGCCCAGTGACCTTCACCTGCAGACCGGCTATAAGGTGGAACGGCACATGTGTGATGGGGACATTGTTATCTTCAACCGGCAGCCAACTCTGCACAAAATGTCCATGATGGGGCATCGGGTCCGCATTCTCCCATGGTCTACCTTTCGCTTGAATCTTAGTGTGACAACTCCGTACAATGCAGACTTTGACGGGGATGAGATGAACTTGCACCTGCCACAGTCTCTGGAGACGCGAGCAGAGATCCAGGAGCTGGCCATGGTTCCTCGCATGATTGTCACCCCCCAGAGCAATCGGCCTGTCATGGGTATTGTGCAGGACACACTCACAGCAGTGCGCAAATTCACCAAGAGAGACGTCTTCCTGGAGCGGGGTGAAGTGATGAACCTCCTGATGTTCCTGTCGACGTGGGATGGGAAGGTCCCACAGCCGGCCATCCTAAAGCCCCGGCCCCTGTGGACAGGCAAGCAAATCTTCTCCCTCATCATACCTGGTCACATCAATTGTATCCGTACCCACAGCACCCATCCCGATGATGAAGACAGTGGCCCTTACAAGCACATCTCTCCTGGGGACACCAAGGTGGTGGTGGAGAATGGGGAGCTGATCATGGGCATCCTGTGTAAGAAGTCTCTGGGCACGTCAGCTGGCTCCCTGGTCCACATCTCCTACCTAGAGATGGGTCATGACATCACTCGCCTCTTCTA...Ako zade�nova´ poteniálne homológy?
• Mali by ma´ ve©a spolo£nýh (zahovanýh) bázniektoré bázy m�ºu by´ zmenené, pridané, ubratéATGCACGTTAATAGCACGCTACCAT
• Zobrazenie vo forme zarovnaniaA TGCACGTTA --ATA -GCACGCTA CCATInformatiký problém: najdlh²ia spolo£ná podpostupnos´longest ommon subsequene (ls)
• Vstup: dva re´aze
• Problém: Ako z nih ubra´ £o najmenej znakov tak, aby sa potom rovnali?
• Výstup: Spolo£ná podpostupnos´ po ubraní znakov, resp. jej d¨ºkaRoz²írenie problému ls na h©adanie homológov
• Vstup: re´aze X a re´aze Y1, Y2, . . . , Yn

• Problém: Nájs´ v²etky re´aze Yi také, ºe najdlh²ej spolo£ná podpostupnos´ X a Yi pokrýva aspo¬70% d¨ºky X aj Yi.
• Matematiky: |ls(X,Yi)| ≥ 0.7|X | ∧ |ls(X,Yi) ≥ 0.7|Yi|

• Výstup: V²etky nájdené re´aze Yi, d¨ºky ls, zarovnaniaPoznámky
• Informatikovi nepovieme, ako h©ada´ homológypovieme iba, £o presne heme nájs´
• Formuláia problému zvy£ajne interakiou medzi biológmi a informatikmi/matematikmi
• O dva týºd¬e si ukáºeme, ako sa problém ls rie²i pomoou dynamikého programovania
• Program správne rie²iai tento problém nemusí vºdy nájs´ správne homológy!
• V praxi sa h©adanie homológií de�nuje trohu zloºitej²ie:r�zne pokuty za mutáie, inzerie, deléiebonusy za zahované bázy, . . . 5



�o nás £aká ¤alejTypiká predná²ka
• Biologiké pozadie problému
• Formuláia ako informatiký problém
• Idea algoritmu (rie²enia problému)Typiké vi£enia
• Informatii: ¤al²ie detaily algoritmov, potrebné poznatky z biológie
• Biológovia: aplikáia na konkrétne dáta, význam r�znyh parametrov, potrebné poznatky z informatiky4 Sekvenovanie a zostavovanie genómov(seqening, genome assembly)
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Sangerovo sekvenovanie (Sanger sequening), 1977

[Cooper and Hausman, 2004, Fig.3.21�22℄
• Výsledok: sekvenovaí pro�l (trae)
• �alej sa sprauje pomoou programu PHRED:� Na kaºdej pozíii (kde sa dá) ur£í bázu (A,C,G,T)� Pre kaºdú bázu odhadne kvalitu q(10−q/10 je pravdepodobnos´ hyby,t.j. bázy s kvalitou q > 40sú správne na 99.99%)
• Sangerovo sekvenovanie produkuje segmenty (reads) dlhé 500-1000 bp
• Ako odsekvenova´ dlhú DNA sekveniu?

7



Sekvenovanie dlhýh DNA sekvenií

Dostávame ve©a segmentov (sequening reads)s neznámym umiestnením v genómeAko to da´ elé dokopy?Bioinformatiký problém:zostavenie genómu (sequene assembly)
• Vstup: krátke segmenty sekvenovanej DNA
• Cie©: zostavi´ p�vodnú DNA� riadime sa zhodou v prekrývajúih £astiah segmentov
• D�leºité faktory:� d¨ºka genómu� pokrytie (overage) � ko©ko krát segmenty pokrývajú genóm?
• BAC-by-BAC: za£íname s mapou genómu, rozdelíme genóm na krat²ie BACy (a 200 KB)
• Shotgun: bez mapy � veríme bioinformatike!Sekvenovanie genómov[Roberts2001℄1976 MS2 (RNA vírus) 40 kB1988 projekt sekvenovania ©udského genómu (15 rokov)1995 H. in�uenzae 2 MB, shotgun (TIGR)1996 S. erevisiae 10 MB, BAC-by-BAC (Belgiko, Británia)1998 C. elegans 100 MB, BAC-by-BAC (Wellome Trust)1998 Celera: ©udský genóm do troh rokov!2000 D. melanogaster 180 MB, shotgun (Celera, Berkeley)2001 2x ©udský genóm 3 GB (NIH, Celera)po 2001 My², potkan, kura, ²impanz, pes, makak,. . .2007 Watsonov a Venterov genóm (454)£oskoro 1000 ©udskýh genómov, 22 iavov 8



Formuláia problémuNajkrat²ie spolo£né nadslovo (shortest ommon superstring)Úloha: Danýh je nieko©ko re´azov (osekvenovanýh segmentov), nájdite najkrat²í re´aze, ktorý obsa-huje v²etky segmenty ako (súvislé) podre´aze.Motiváia: £o najvia vyuºi´ prekryvy medzi segmentamiPríklad: AAA, AAC, ACA, ACC, CAA, CAC, CCA, CCCRie²enie: AAACCCACAA (najkrat²ie moºné)Najkrat²ie spolo£né nadslovo
• Problém je NP ´aºkýtakºe nepoznáme rýhly algoritmus, ktorý vºdy nájde najlep²ie rie²enie
• Jednoduhá heuristika: opakovane nájdi dva segmenty, ktoré sa prekrývajú najvia a zlú£ ih do jednéhosegmentu
• Príklad: CATATAT, TATATA, ATATATCOptimum: CATATATATC, d¨ºka 10Heuristika: CATATATCTATATA, d¨ºka 14
• V skuto£nosti táto heuristika aproxima£ný algoritmus:Nájdené rie²enie najvia 3, 5× hor²ie ako optimálne [Kaplan2005℄T.j. je to 3,5-aproxima£ný algoritmus(moºno aj 2-aproxima£ný, otvorený problém)
• Existuje aj 2,5-aproxima£ný algoritmus [Sweedyk2000℄Najkrat²ie spolo£né nadslovo: problémy s formuláiou
• Výpo£tovo ´aºký problém
• Nerealistiká formuláia: v praxi mnoho ¤al²íh faktorov
• Pre£o najkrat²í re´aze? �o ak sa nejaký úsek opakuje?
• Motiváia: poznatky zo skúmania zjednodu²eného problému m�ºeme zov²eobeni´
• Ale: v zostavovaní sekvenií v praxi iné metódyNerealistiká formuláiaS´aºujúe faktory:
• V sekvenovaní sa vyskytujú hyby (a 1 zo 100 báz)
• Polymor�zmus
• Orientáia segmentov (strand)
• Kontamináia udzou sekveniou (napr. baktérie, v ktorýh sa segmenty klonovali), himéry
• Via hromozómov, neúplné pokrytie segmentami9



• Repetitívna sekvenia (sequene repeats, opakovania)a 50% ©udského genómuPríklad: 10xTTAATA, 10xATATTA, 3xTTAGCTTTAATATTAGCT?TTAATATTAATATTAATATTAATATTAGCT?TTAATATTA + ATATTAGCT?Nerealistiká formuláiaZ©ah£ujúi faktor: spárované segmenty (Pair-end reads)
500bp znama vzdialenost 500bp

plazmid 2−10 kB
kozmid 40 kBZjednodu²enie: nemusíme spoji´ v²etko do jedného re´aza,spájame len £asti spojené viaerými segmentamiOverlap-Layout-ConsensusNapr. ARACHNE [Batzoglou2002℄

• Overlap: (Prekryv)� Nájdeme prekrývajúe sa segmenty� Zostavíme ih do vä£²íh kontigov (ontigs)
• Layout: (Rozmiestnenie)� Ur£íme relatívnu polohu jednotlivýh kontigov a ih vzdialenosti (pomoou pair-end reads)� Dostaneme superkontigy (superontigs) s moºnými dierami� V ideálnom prípade, superkontigy zodpovedajú hromozómom
• Consensus:� Pre kaºdú bázu prezrieme v²etky prekrývajúe segmenty� Ak sa nezhodujú, zoberieme konsenzus (napr. vä£²inové pravidlo, s oh©adom na kvalitu bázy)ARACHNE: H©adanie prekryvov
• Triviálny algoritmus: porovnaj kaºdé dva segmenty�asová zloºitos´: O(n2), kde n ≈ 2, 000, 000

• Efektívnej²í algoritmus: dostato£ne prekrývajúe sa segmenty ve©mi pravdepodobne zdie©ajú 100%zahovaný úsek d¨ºky k (k ≈ 24)� Vybudujeme �zoznam� v²etkýh k-ti zo v²etkýh segmentov, spolu s £íslami príslu²nýh segmen-tov� Zotriedime zoznam pod©a k-ti O(n log n)� Segmenty s ve©kým prekryvom budú vo výsledku pohromade
• Príklad: 1:TAATAT 2:GTCTGA 3:TATAAAZotriedené trojie: (AAA,3) (AAT,1) (ATA,1) (ATA,3) (CTG,2) (GTC,2) (TAA,1) (TAA,3) (TAT,1) (TAT,3)(TCT,2) (TGA,2) 10



ARACHNE: Hranie opakujúih sa sekvenií
• Príklad: 10xTTAATA, 10xATATTA, 3xTTAGCTTTAATATTAGCT?TTAATATTAATATTAATATTAATATTAGCT?TTAATATTA + ATATTAGCT?
• Roz²irovanie skon£í akonáhle nájdeme poteniálnu hraniu opakujúej sa sekvenie:

ARACHNE: Vyuºitie spárovanýh segmentov
• Roz²irovanie kontigov:
• Vytváranie superkontigov:

ARACHNE: Výsledky a vplyv pokrytiaZostavenie genómu D. melanogaster zo simulovanýh segmentov:Po£et Priem. d¨ºka Chýb10x pokrytie:Kontigy 678 174 kBSuperkontigy 65 1.8 MB 1155x pokrytie:Kontigy 8774 13 kBSuperkontigy 450 254 kB 175EULER: Iná formuláia problému [Pevzner2001℄
• Predpokladajme jednu orientáiu, ºiadne hyby,jeden hromozóm úplne pokrytý segmentami
• Nasekajme segmenty na (prekrývajúe sa) kúsky d¨ºky k

• Zostavme z nih de Bruijnov graf 11



� vrholy: podre´aze d¨ºky k v²etkýh segmentov� hrany: nadväzujúe k-tie v rámi kaºdého segmentu (s prekryvom k − 1)� Graf je orientovaný (hrany majú smer)
• Príklad: k = 2, segmenty: CCTGCC, GCCAAC

CC CT TG GC

CA AA ACAko pouºi´ de Bruijnov graf na zostavovanie?
CC CT TG GC

CA AA AC

• V ideálnom prípade výsledok je Eulerovský ´ah:�esta� po grafe, ktorá prehádza kaºdou hranou práve raz
• Orientovaný graf má Eulerovský ´ah z u do v práve vtedy,ke¤ po pridaní hrany (v, u) je graf silne súvislýa po£et vhádzajúih a vyhádzajúih hrán je rovnaký v kaºdom vrhole.
• Jednoduho rie²ite©ný problém v £ase O(n +m)Vieme overi´ túto podmienku, aj nájs´ ´ah�o ak de Bruijnov graf nemá Eulerovský ´ah?
• Znásobíme niektoré hrany
• Tieto zodpovedajú opakovaniam�o ak de Bruijnov graf má viaero Eulerovskýh ´ahov?
• Zoberieme taký ´ah, ktorý obsahuje p�vodné segmenty ako podesty
• Zase ´aºký problém, ale v praxi pomáhajú jednoduhé pravidlá
• Opatrné rie²enie: Ak z vrholu 2 esty, rozde© na kontigyA £o spárované segmenty?
• Nájdi vrholy v grafe, ktoré im zodpovedajú
• Ak je v grafe jediná esta medzi týmito vrholmi vhodnej d¨ºky,preme¬ spárované segmenty na jeden ve©ký segment�al²ie problémy, ktoré treba vyrie²i´:
• Sekvenovaie hyby
• Dvojité vlákna
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Sekvenovaie tehnológie novej generáie
• Komer£ne prístupné a od roku 2004, stále prudký rozvoj
• Obrovské mnoºstvo segmetov naraz
• Rýhlej²ie a ove©a lanej²ie
• Netreba klonova´Nevýhody:
• Krat²ie segmenty
• Treba robi´ ve©a sekvenovania naraz z jednej vzorkySekvenovaie tehnológie novej generáieMardis, 2008, (*) Raes 2009454 (Rohe) Illumina (Solexa) SOLiD (AB)Time/run 7h 4 dni 5 dníData/run 100 Mb 1300Mb 3000MbRead length 250bp 32-40bp 35bpCost per run $8 000 $9 000 $17 000Cost per Mb $80 $6 $6(*) Data/run 500 Mb 18000Mb 30000Mb(*) Read length 400bp 75bp 100bpInformatiké problémy
• �aº²ie zostavovanie z krat²íh kúskov
• Mapovanie kúskov na hotový genóm
• Ve©mi ve©a dát, treba ve©mi rýhle programy
• Mnoºstvo dát rastie rýhlej²ie ako Moorov zákonpopula£ná genetika
• Sekvenujeme krátke segmenty z genómu ur£itého £loveka,mapujeme na referen£ný ©udský genóm
• Ako sa m�j vlastný genóm lí²i od genómu �priemerného� £loveka?
• Ako jednoduhé genetiké rozdiely ovplyv¬ujú fenotyp?
• Personalizovaná mediína
• Popula£ná ²truktúra, história ©udstva
• Etiké otázky
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Environmentálne sekvenovanie � metagenomis
• Aké organizmy ºijú v na²ih teláh?£revná a ºalúdo£ná �óra, ústna dutina, koºa, . . .
• Diverzita mikroorganizmov v r�znyh ekosystémoh
• �aºké izolova´ jendotlivé organizmy
• Sekvenujeme zmes segmentov z r�znyh organizmov
• Snaºíme sa zostavi´ aspo¬ krátke kontigySekvenovanie novýh organizmov
• Cie©: Odsekvenovanie ve©kej £asti ºijúih organizmov
• Mnohé organizmy s nízkym pokrytím, ve©a krátkyh kontigov
• Rekon²trukia genómov predkov
• �túdium evolúie r�znyh funkií
• Nájdenie v²etkýh funk£nýh elementov genómov
• Evolúia komplexnýh funkií s ú£as´ou viaerýh génovH©adanie génov, väzobnýh miest,. . .
• Sekvenova´ m�ºeme aj RNA, dostávame gény v genóme
• Chip-Seq: vy�ltrujeme kúsky DNA, na ktoré je naviazaný ur£itý proteín, sekvenujeme, mapujeme nagenómZhrnutie
• Sekvenovanie genómu je zloºitý proes, v ktorom hrá bioinformatika d�leºitú úlohu
• V sú£asnosti nieko©ko novýh tehnológií, nízka ena, krátke segmenty
• Problém zostavovania genómu, najkrat²ie spolo£né nadslovo
• Overlap-Layout-Consensus
• Eulerovské ´ahy v de Bruijnovom grafe
• V zostavenej sekvenii m�ºu by´ hyby, medzery, viaeré superkontigy5 Sequene alignment (zarovnávanie sekvenií) 1/2Podrobnej²ie informáie [Durbin et al., 1998, kap.2,6℄
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Problém: Lokálne zarovnávanie (loal alignment)Vstup: dve sekvenie, dotaz (query) a databáza (database, target).Databáza a niekedy aj dotaz m�ºu by´ve©mi dlhé.ggttggagttgatgttgtgtttgaggatttagagagaggaagtggtattttaatgttaagttgttttagaatgggagagggaggggtgagggtgtggtgagaaagtaggtattgaggtttaagggtggttgggaggtggatagtgagtgagtagtatgggagtttaattgttgttattgagaatgtgaaagggggagagaaggataatgatatgtgtagtttaatgttttaggaggagaaggtagagagggaggaggttggaggaatgggtgttgtgtgtatattttttgagaggagtggtttaatggaagaagtt...
tgatggaggatgtgttgtgagatggagagaagtatatagtggtatatatatatttagaaataagaggagaggtgagggataaggtatggtaaggtggtggattgatggagaagaaaaatggtagatagagaattaaaggattgtaagtggatgaaagaatagtgtggggaggggagttgaaaatgtgggggtaagggagttggagtttaatagaatgagaaggaagtttgtggaaaagggaatgaggtgtttttatgagtaagatggggaaaaagaagtaaaaaagagggaagatgatttggaataaaaggtgggaggttggagaagggagagaaggaattggtgggaggagtatg...Výstup: podobné úseky (zarovnania, alignments).CCCGACGAGAAGGCCATAATGACCTATGTGTCCAGCTTCTACCATGCCTTT|| ||||||||| |||| ||||| ||| || || ||| || ||||CCGGACGAGAAGTCCAT---CACCTACGTGGTCACCTACTATCACTACTTTVloº poml£ky (medzery, gaps) tak, aby rovnaké bázy boli pod sebou.Dobré zarovnanie má ve©a zarovna-nýh rovnakýh báz, málo medzier.Na £o sú dobré zarovnania?

• Orientáia v obrovskýh databázah.Genbank má vy²e 100 GB sekvenií.Napr. odkia© z genómu je danýEST?
• Ur£ovanie funkie (napr. proteínu).Podobné sekvenie £asto majú rovnakú/podobnú funkiu.
• �túdium evolúie.H©adáme homológy, sekvenie, ktoré sa vyvinuli z toho istého spolo£ného predka.Videálnom prípade medzery zodpovedajú inzeriám a deléiám,zarovnané bázy zahovaným bázam asubstitúiám.
• H©adanie génov a inýh funk£nýh prvkov.Menia sa pomal²ie ako ostatné sekvenie. Pozri kap. ??.Formuláia problémuSkórovanie zarovnania: pre ilustráiu jednoduhý príklad: zhoda +1, nezhoda -1, medzera -1.GAGAAGGCCATAATGACCTATGTGTCCAGCT|||||| |||| ||||| ||| || ||GAGAAGTCCAT---CACCTACGTGGTCACCT22 zh�d, 6 nezh�d, 3 medzery → skóre 13.Vo v²eobenosti sa snaºíme nastavi´ skóre tak, aby homológy mali vysoké skóre, náhodné zarovnanianízke skóre.Problém 1: globálne zarovnanie (global alignment) Vstup: sekvenie P = p1p2 . . . pn a Q =

q1q2 . . . qm.Výstup: zarovnanie P a Q s najvy²²ím skóre.Problém 2: lokálne zarovnanie (loal alignment) Vstup: sekvenie P = p1p2 . . . pn a Q = q1q2 . . . qm.Výstup: zarovnania podre´azov pi . . . pj a qk . . . qℓ s najvy²²ím skóre.Dynamiké programovanie pre globálne zarovnanie(Needleman, Wunsh 1970)Tento algoritmus je známy ako Needleman-Wunshov algoritumus [Needleman and Wunsh, 1970℄, ale ihp�vodná verzia bola menej efektívna. Podobný algoritmus ako pre najdlh²í spolo£ný podre´aze, kap. ??.15



Podproblém: A[i, j]: najvy²²ie skóre globálneho zarovnania re´azov p1p2 . . . pi a q1q2 . . . qj .Jeden z re´azov d¨ºky 0: druhý re´aze je zarovnaný s medzerou.A[0, j] = −j, A[i, 0] = −i.V²eobený prípad, i > 0, j > 0:ak pi = qj a sú zarovnané A[i, j] = A[i − 1, j − 1] + 1,ak pi 6= qj a sú zarovnané A[i, j] = A[i − 1, j − 1]− 1,ak pi je zarovnané s medzerou A[i, j] = A[i− 1, j]− 1,ak qj je zarovnané s medzerou A[i, j] = A[i, j − 1]− 1.Rekurenia: A[i, j] = max{A[i− 1, j− 1]+ c(pi, qj), A[i− 1, j]− 1, A[i, j− 1]− 1}kde c(x, y) = 1 ak x = ya c(x, y) = −1 ak x 6= yPríklad globálneho zarovnania
0 -1 -2 -3 -4 -5 -6 -7 -8 -9 -10

-1 1 0 -1 -2 -3 -4 -5 -6 -7 -8

-2 0 2 1 0 -1 -2 -3 -4 -5 -6

-3 -1 1 1 2 1 0 -1 -2 -3 -4

-4 -2 0 2 1 1 0 -1 -2 -1 -2

-5 -3 -1 1 3 2 1 1 0 -1 -2

-6 -4 -2 0 2 4 3 2 1 0 -1

-7 -5 -3 -1 1 3 3 2 1 2 1

-8 -6 -4 -2 0 2 2 4 3 2 1

-9 -7 -5 -3 -1 1 1 3 5 4 3

C

A

T

G

T

C

G

T

A

C A G T C C T A G A

CA-GTCCTAGACATGTCAT--ADynamiké programovanie pre lokálne zarovnanie(Smith, Waterman 1981)Tento algoritmus je známy ako Smith-Watermanov algoritmus [Smith and Waterman, 1981℄.Podproblém: A[i, j]: najvy²²ie skóre lokálneho zarovnania re´azov p1p2 . . . pi a q1q2 . . . qj , ktoré obsahujebázy pi a qj , alebo je prázdne.Jeden z re´azov d¨ºky 0: prázdne zarovnanieA[0, j] = A[i, 0] = 0V²eobený prípad, i > 0, j > 0:ak pi = qj a sú zarovnané A[i, j] = A[i − 1, j − 1] + 1ak pi 6= qj a sú zarovnané A[i, j] = A[i − 1, j − 1]− 1ak pi je zarovnané s medzerou A[i, j] = A[i− 1, j]− 1ak qj je zarovnané s medzerou A[i, j] = A[i, j − 1]− 1ak pi a qj nie sú £as´ou zarovnania s kladným skóre A[i, j] = 0
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Rekurenia: A[i, j] = max{0, A[i − 1, j − 1] + c(pi, qj), A[i − 1, j] − 1, A[i, j − 1] − 1}kde c(x, y) = 1 ak
x = y a c(x, y) = −1 ak x 6= yPríklad lokálneho zarovnania

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0

0 0 2 1 0 0 0 0 1 0 1

0 0 1 1 2 1 0 1 0 0 0

0 0 0 2 1 1 0 0 0 1 0

0 0 0 1 3 2 1 1 0 0 0

0 1 0 0 2 4 3 2 1 0 0

0 0 0 1 1 3 3 2 1 2 1

0 0 0 0 2 2 2 4 3 2 1

0 0 1 0 1 1 1 3 5 4 3

C

A

T

G

T

C

G

T

A

C A G T C C T A G A

CA-GTCCTACATGTCATAZloºitej²ie skórovanieProblémy +1,−1 skórovania:
• Je skuto£ne jedna nezhoda alebo medzera aº taká zlá v porovnaní s jednou zhodou?
• �o urobíme pre zarovnávanie proteínov?(20 prvková abeeda ≈ 200 parametrov)Úloha skórovaej shémy:
• Cheme vedie´ rozlí²i´ lep²ie zarovnania od hor²íh zarovnaní:� Ktoré usporiadania poml£iek dávajú vä£²í zmysel
• Cheme vedie´, £i dané zarovnanie má biologiký význam:� Ide o homológy, alebo sekvenie nesúvisia?Zloºitej²ie skórovanie: prvý pokusNeh P a Q sú správne zarovnané homológy
p = pravdepodobnos´, ºe sa dve bázy zhodujú

q = pravdepodobnos´, ºe sa nezhodujú
r = pravdepodobnos´, ºe báza je zarovnaná s medzerou

p+ q + r = 1Pravdepodobnos´ zarovnania:GAGAAGGCCATAATGACCTATGTGTCCAGCT|||||| |||| ||||| ||| || ||GAGAAGTCCAT---CACCTACGTGGTCACCT
Pr(P,Q |H) = p22q6r3

log Pr(P,Q |H) = 22 logp+ 6 log q + 3 log r 17



Zloºitej²ie skórovanie: prvý pokusZhoda: log p Nezhoda: log q Medzera: log rNevýhody takejto shémy:
• Vºdy záporné skóre ⇒ £o s lokálnymi zarovnaniami?
• Neuºito£né pre porovnávanie r�znyh párov sekveniíZloºitej²ie skórovanie: dva pravdepodobnostné modely(Pre jednoduhos´ teraz neuvaºujme medzery)Model H: Sekvenie P a Q sú správne zarovnané homológy
Pr(P,Q |H) =

∏n
i=1 s(pi, qi)

s(pi, qi) : pravdepodobnos´, ºe vidíme zarovnané práve bázy pi a qiModel R: Sekvenie P a Q nijako spolu nesúvisia
Pr(P,Q |R) =

∏n
i=1 s(pi)s(qi)

s(pi) : pravdepodobnos´ výskytu bázy piPorovnanie modelov H a R: �log likelihood�
log

Pr(P,Q |H)

Pr(P,Q |R)
=

n∑

i=1

log
s(pi, qi)

s(pi)s(qi)Porovnanie modelov H a R: �log likelihood�
log

Pr(P,Q |H)

Pr(P,Q |R)
=

n∑

i=1

log
s(pi, qi)

s(pi)s(qi)

• Dve sekvenie sú homológy
⇒ pomer pravdepodobností je ove©a vä£²í ako 1
⇒ ve©mi kladné skóre

• Dve sekvenie nesúvisia
⇒ pomer pravdepodobností je ove©a men²í ako 1
⇒ ve©mi zaporné skóreBLOSUM62 skórovaia matia pre proteínyBLOks of aminoaid SUbstitution M atrix; Heniko�, Heniko� 1992A R N D C Q E G H I L ...A 4 -1 -2 -2 0 -1 -1 0 -2 -1 -1R -1 5 0 -2 -3 1 0 -2 0 -3 -2N -2 0 6 1 -3 0 0 0 1 -3 -3D -2 -2 1 6 -3 0 2 -1 -1 -3 -4C 0 -3 -3 -3 9 -3 -4 -3 -3 -1 -1Q -1 1 0 0 -3 5 2 -2 0 -3 -2E -1 0 0 2 -4 2 5 -2 0 -3 -3G 0 -2 0 -1 -3 -2 -2 6 -2 -4 -4H -2 0 1 -1 -3 0 0 -2 8 -3 -3I -1 -3 -3 -3 -1 -3 -3 -4 -3 4 2L -1 -2 -3 -4 -1 -2 -3 -4 -3 2 4...

• Vyber biologiky relevantné zarovnania proteínov(BLOCKS)
• Páry s nanajvý² 62% identitou
• s(p, q) : ako £asto vidíme aminokyseliny p a q zarov-nané
• s(p) : ako £asto sa vyskytuje aminokyselina p

• skóre pre dvojiu aminokyselín p a q: log s(p, q)

s(p)s(q)

• prenásobíme kon²tantou a zaokrúhlime:� aby sme neurobili príli² ve©kú hybu� aby sa s £íslami lep²ie po£ítalo 18



CCCGACGAGAAGGCCATAATGACCTATGTGTCCAGCTTCTACCATGCCTTT|| ||||||||| |||| ||||| ||| || || ||| || ||||CCGGACGAGAAGTCCAT---CACCTACGTGGTCACCTACTATCACTACTTTNieko©ko medzier za sebou asi nevzniklo nezávisle, moºno jedna mutáia.Skóre za za£atie medzery (gap opening ost) o,skóre za roz²írenie medzery o jedna (gap extension ost)
e. Medzera d¨ºky g má skóre o+ e(g − 1).Zvolíme e < o.Základné nastavenia blastn: zhoda +2, nezhoda -3, o = 5, e = 2.Príklad vy²²ie: 22 zh�d, 6 nezh�d, 1medzera d¨ºky 3→ skóre 2 · 22− 3 · 6− 5− 2 · 2 = 16.Zhrnutie

• Globálne a lokálne zarovania
• Needleman-Wunshov a Smith-Watermanov algoritmus
• Skórovanie zarovnaní pomoou porovnávaní modelov
• Proteínové BLOSUM matie
• Afínne skórovanie medzierProblémy na zamyslenie1. �asová zloºitos´ Smith-Waterman: O(nm)
n - ve©kos´ prvej sekvenie
m - ve©kos´ druhej sekvenie�o robi´ ak heme porovna´ ©udský genóm s my²aím genómom?2. Povedzme, ºe nájdeme zarovnanie so skóre 14Je toto skóre dobré, alebo ide o nie£o, £o vidíme náhodou?6 Zarovnávanie sekvenií 2/2(sequene alignment)Podrobnej²ie informáie [Durbin et al., 1998, kap.2,6℄Zhrnutie z minulej predná²ky

• Problém globálneho a lokálneho zarovnaniaVstup: sekvenie P = p1p2 . . . pn a Q = q1q2 . . . qm.Výstup: zarovnanie P a Q s najvy²²ím skóreresp. zarovnania podre´azov pi . . . pj a qk . . . qℓ s najvy²²ím skóre.
• Správny algoritmus na rie²eniedynamiké programovanie
• Realistiké skórovaie shémyMáme správny algoritmus na zarovnávanie, £o via nám hýba?�asová zloºitos´: O(nm) na sekveniáh d¨ºky n a m.
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Ko©ko je to £asu v skuto£nosti?(jednoduhá implementáia, náhodné sekvenie d¨ºky n,beºný moderný po£íta£)
n time100 0.0008s1,000 0.08s10,000 8s100,000 13 minút (*)1,000,000 22 hodín (*)10,000,000 3 mesiae (*)100,000,000 25 rokov (*)Potrebujeme efektívnej²í algoritmus, najmä ak heme praova´ s elými genómamiPozri kap. 2.6 v [Durbin et al., 1998℄.Heuristiké lokálne zarovnávanie

• Nie je zaru£ené, ºe nájdeme najlep²ie zarovnanie, ale program pobeºí rýhlej²ie.
• Preh©adaj iba �s©ubné� £asti dyn. prog. matie.Napríklad: BLASTN [Altshul et al., 1990℄,FASTA [Pearson and Lipman, 1988℄
• Nájdi krátke zhodujúe sa úseky d¨ºky w. (jadrá zarovnania)
• Roz²ír kaºdé jadro pozd¨º uhloprie£ky na zarovnanie bez medzier.
• Spoj zarovnania na ne¤alekýh uhloprie£kah medzerami.
• Lokálne vylep²i zarovnanie dynamikým programovaním(moºno vyneha´).Príklad: w = 2 (za£íname z jadier d¨ºky 2).(V praxi sa pouºíva w = 10 a via.)

C A G T C C T A G A
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

C 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0
A 0 0 2 1 0 0 0 0 1 0 0
T 0 0 1 1 2 1 0 1 0 0 0
G 0 0 0 2 1 0 0 0 0 1 0
T 0 0 0 0 3 2 1 1 0 0 0
C 0 1 0 0 0 4 3 0 0 0 0
A 0 0 2 1 0 3 3 2 1 0 1
T 0 0 1 1 2 2 2 4 3 2 1
A 0 0 1 0 1 1 1 3 5 4 3

1. nájdi zhodné úseky
2. rozšír bez medzier
3. spoj medzerami

Ako nájdeme zhodujúe sa úseky?
• Vybudujeme �slovník� úsekov d¨ºky w z prvej sekvenie.
• Nájdeme kaºdý úsek z druhej sekvenie v slovníku.
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Príklad: CAGTCCTAGA vs CATGTCATASlovník:AG 2, 8CA 1CC 5CT 6GA 9GT 3TA 7TC 4
H©adaj:CA → 1AT → �TG → �GT → 3TC → 4CA → 1AT → �TA → 7Rýhlos´ heuristikého algoritmuAlgoritmus:

• Nájdi jadrá zarovnaní (krátke zhodujúe sa úseky d¨ºky w).
• Drahý krok: Roz²irovanie/spájanie jadier do vä£²íh zarovnaní.Náhodné zhody d¨ºky w: nie sú £as´ou zarovnania s vysokým skóre.Vy�ltrujeme ih pri roz²irovaní,ale spoma©ujú program.Ko©ko náhodnýh zh�d? Dva nukleotidy sa zhodujú s pravdepodobnos´ou 1/4.w zh�d za sebou spravdepodobnos´ou 4−w.Stredná hodnota po£tu zh�d nm4−w.Zvý²enie w o 1 zníºi po£et zh�d a 4 krát.Senzitivita heuristikého algoritmuAlgoritmus:
• Nájdi jadrá zarovnaní (krátke zhodujúe sa úseky d¨ºky w).
• Drahý krok: Roz²irovanie/spájanie jadier do vä£²íh zarovnaní.Nenájdené zarovnania: vysoké skóre, ale nemajú jadro d¨ºky wPríklad: CA-GTCCTACATGTCATA nenájdeme pre w ≥ 4Senzitivita: aká £as´ skuto£nýh zarovnaní obsahuje zhodu d¨ºky wRýhlos´ vs. senzitivitaMalé wve©a náhodnýh zh�d, pomalé Ve©ké wnenájdeme ve©a zarovnaní
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Senzitivita heuristikého algoritmuOdhad senzitivity: Predpokladáme zarovnanie bez medzier, d¨ºky LKaºdá pozíia je zhoda s pravdepodobnos´ou pSenzitivita: f(L, p) = Pr(zarovnanie obsahuje w zh�d za sebou)
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BLAST algoritmus pre proteínyBLOSUM62 skórovaia matia pre proteínyA R N D C Q E G H I ...A 4 -1 -2 -2 0 -1 -1 0 -2 -1R -1 5 0 -2 -3 1 0 -2 0 -3N -2 0 6 1 -3 0 0 0 1 -3D -2 -2 1 6 -3 0 2 -1 -1 -3C 0 -3 -3 -3 9 -3 -4 -3 -3 -1Q -1 1 0 0 -3 5 2 -2 0 -3E -1 0 0 2 -4 2 5 -2 0 -3G 0 -2 0 -1 -3 -2 -2 6 -2 -4H -2 0 1 -1 -3 0 0 -2 8 -3I -1 -3 -3 -3 -1 -3 -3 -4 -3 4Proteínový BLAST namiesto zhody d¨ºky w vyºaduje 3 aminokyseliny so skóre aspo¬ 13Áno: N I RN L R6+2+5=13 Nie: A I LA I L4+4+4=12Príklady programovNCBI BLAST: blastn pre DNA/RNA, blastp pre proteíny,tblastx preloºí DNA do proteínu a pouºijeblastp [Altshul et al., 1990, Altshul et al., 1997℄UCSC Blat: ve©mi rýhle vyh©adávanie ve©mi podobnýh sekvenií, napr. EST ku genómu [Kent, 2002℄.
• pouºíva ve©ké w

• vie rozdeli´ EST na exóny 22



PSI-BLAST: [Altshul et al., 1997℄
• Pre dotaz nájdeme zarovnania ez blastp.
• Vidíme, ktoré pozíie mutujú via a ktoré menej.
• Nezhoda na zahovanej pozíii stojí via.

⇒ nájde vzdialenej²ie homológy.
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Ako rozlí²i´, £i ide o významné zarovnanie?Zarovnanie so skóre S.D¨ºka dotazu m. Ve©kos´ databázy n.
P -value: Pravdepodobnos´, ºe pre náhodný dotaz d¨ºky m v náhodnej databáze d¨ºky n nájdeme zarov-nanie so skóre aspo¬ S.
E-value: O£akávaný po£et zarovnaní so skóre aspo¬ S nájdenýh pre náhodný dotaz d¨ºky m v náhodnejdatabáze d¨ºky n.Pozn: P = 1− e−E

⇒ pri ve©mi malýh hodnotáh sú E-value a P -value takmer identiké.[Karlin and Altshul, 1990, Dembo et al., 1994℄Genomiké zarovnania (whole-genome alignments)ku kaºdému úseku ©udského genómu nájs´ zodpovedajúe £asti z my²i, potkana, kury, at¤. (predpo£ítané vUCSC browseri) [Kent et al., 2003℄
• Lokálne zarovnania nájdu exóny a iné zahované £asti, sú v²ak úseky, ktoré sa príli² zmenili.
• Pri duplikovanýh úsekoh nevieme rozhodnú´, ktoré dvojie úsekov patria k sebe.
• Synteny: lokálne zarovnania, ktoré sa nahádzajú v dvoh genómoh v tom istom poradí a orientá-ii.Pomáha nám ur£i´, ktoré dvojie úsekov majú spolo£ného predka. (orthology)24



Genomiké zarovnania (whole-genome alignments)Postup:
• Za£ni s lokálnymi zarovnaniami bez medzier.
• Spoj ih do re´azí (hains), kde povolujeme ve©ké medzery aj nezarovnané bloky. Vyºadujeme rovnaképoradie a orientáiu blokov v oboh genómoh.
• Sie´ (net): vyber re´aze s £o najvä£²ím skóre tak, aby kaºdá ©udská báza bola pokrytá najvia jednýmblokom. Dovo©uje sa useknú´ £asti z re´aze.Hierarhiká ²truktúra: re´aze vo vnútri medzier inýh re´azí.

Vianásobné zarovnanie, multiple sequene alignmentZarovnaj viaero sekvenií.Zloºitos´: O(2knk) pre k sekvenií d¨ºky nPre v²eobené k NP-´aºké.Human tatagaatgt-agagatagggagagggat------ggtggtgaRhesus tatggaatgt-agagatagggagagggat------gtggtgaMouse ttt--tgaaaa--tagaga-tgagatagaaaat-------atgtgaDog -tgtaatgtaaaagatggggag-gaaga--a----tgtgtgaaHorse -taggaata-tggagatggggagagaga--agat-ggtgatgaaArmadillo tgatagaaatt-agagatgggggaaagaga------agaattatOpossum atatggaaaat-agaagtgggagaaatagaaga----tggaatga-Platypus aggggaagggg-aagaggaagggggg------------------Heuristiké algoritmy, napr. CLUSTAL-W [Higgins et al., 1996℄, MUSCLE [Edgar, 2004℄a TBA [Blanhette et al., 2004℄.Zhrnutie
• Zarovnávanie, alignment, je základný nástroj bioinformatiky
• Formuláia problému: vo©ba skórovaej shémy
• Rie²enie problému: presné ale pomalé algoritmy a rýhlej²ie heuristiky, ktoré nie vºdy nájdu v²etko
• �peializované programy na r�zne úlohy súvisiae so zarovnávaním
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7 H©adanie génov�o s osekvenovanými genómami?Cheme vedie´, £o genóm kóduje, h©adáme zaujímavé prvky, ako:
• gény kódujúe proteíny (dne²ná predná²ka)
• RNA gény, (kap. 13)
• signály pre reguláiu transkripie, zostrihu, at¤
• pseudogény (nefunk£né kópie génov)
• repetitívne sekvenie, opakovania (sequene repeats)

�udský genóm
• gény kódujúe proteíny� a 20,000, pokrývajú 40% genómu� a 10 exónov v géne� exóny pokrývajú 2% genómu� kódujúe exóny 1.2% genómu
• repetitívne sekvenie� pokrývajú 49% genómu�truktúra eukaryotikýh génovProes tvorby proteínov:
DNA:

pre-mRNA:

mRNA:

proteín:

prepis, transkripcia (transcription)
- skopíruj súvislý úsek DNA

zostrih RNA (RNA splicing)
- vystrihni intróny (introns)

preklad, translácia (translation)
- prelož kodóny, trojice nukleotidov,
na amino kyseliny

exón:
UTR (untranslated region)
kódovací exón

intrón
intergenic region (medzigénový úsek)26



Transláia: tri bázy mRNA (kodón) → aminokyselina proteínu
U G G U U U G G C U C A

︸ ︷︷ ︸ ︸ ︷︷ ︸ ︸ ︷︷ ︸ ︸ ︷︷ ︸

W F G S

mRNA:

proteín:Bioinformatiký problém: h©adanie génovCie©: nájs´ v²etky gény kódujúe proteíny v genóme.Tým získame katalóg v²etkýh proteínov.Zjednodu²enia:
• neuvaºujeme alternatívny zostrih, prekrývajúe sa gény
• neh©adáme neprekladané úseky (UTRs) na za£iatku a koni génuBioinformatiký problém: h©adanie génovVstup: DNA sekveniaCie©: ozna£ kaºdú bázu ako intrón/exón/medzigénový úsekggtgaaatgagattgttgtggttaaagatagaaatagagtgtgtaagtatatttaggttttatataatatgatttaaatataaatagagagtatggggtatttggtagtgttgggtgttgtgtgtgtttttgtatggtgataagaaatgtggaagttatggtggaagggagaaaagttggataaggaggaaaaggtggagggggtgaaaaagagtagggggagtggttgggagatggttatagaagtatgaatgttattgtaaatatttaggtggtgggagattggaggatttaaaaagatggtttagagtgtgtgatggttgaggagggtggaggtattggtagggtatttgaggaataatgtggatagaagggtatatatgaaggaatagtgggatgggagagaggggtgattatgtggttttga

Medzigénový úsek Intrón Kódujúci exón

gén 1 gén 2Bioinformatiký problém: h©adanie génovVstup: DNA sekveniaCie©: ozna£ kaºdú bázu ako intrón/exón/medzigénový úsek (anotáia)
• Toto nie je dobre de�novaný problém!Ako spoznáme, £o je gén?Ako spoznáme gény?Signály na hraniiah exónov:krátke re´aze, kde sa viaºu komplexy zú£astnujúe sa na expresii génu

Medzigénový úsek Intrón Kódujúci exón

promoter
signals

start of
transcription

start of
translation

donor
site

branch
site

acceptor
site

translation
stop

AATAAA
box

polyA add.
site

27



Príklad signálu: donor splie site
Exón IntrónattatatttatggaggtgaggaaagggtgggggtggggattatatatgggtgatggtgagtattaggaatagaagattaaattggtaagtgtgtaatgaagagtgagttttaaggtgggtggtgtagggtagagttgatgagagatgtaaggttggttgtttgagaatatggtgtgaggtggggaagtggggggggtgatgaatttgggatatggtgagagtttttttggagatgagtgtgatgagaaggtagggggtgaagtagtggagaatgagaggtgggatggtaggtgatgttgaggagtttttgtggtattttaaaaggtaattatggagaaatagaaaaaZloºenie sekvenie:

• iná frekvenia k-ti báz v kódujúih a nekódujúih úsekoh,
• kódujúe úseky sú 3-periodiké,
• stop kodóny (TAA, TGA, TAG) len na koni posledného kódovaieho exónu.Príklad: ak uvaºujeme len jednotlivé bázy, exóny majú via C a G (©udský genóm)a  g tkódujúi exón 0 0.26 0.26 0.32 0.16

1 0.30 0.24 0.20 0.26
2 0.17 0.32 0.31 0.20intrón 0.26 0.22 0.22 0.30medzig. úsek 0.27 0.23 0.23 0.27Bioinformatiký problém: h©adanie génovVstup: DNA sekveniaCie©: ozna£ kaºdú bázu ako intrón/exón/medzigénový úsek (anotáia)

• Toto nie je dobre de�novaný problém!Ako spoznáme, £o je gén?
• �iadna informáia nám neumoº¬uje jednozna£ne ur£i´, £o je gén.
• Cheme skórovaí systém, ktorý povie, ako dobre poteniálna anotáia zodpovedá na²im znalostiam.
• Potom h©adáme anotáiu (sadu neprekrývajúih sagénov) s maximálnym skóre.
• Na de�níiu skórovaieho systému pouºijemepravdepodobnostné modely.�iadna informáia nám neumoº¬uje jednozna£ne ur£i´, £o je gén.Skombinujeme dostupnú informáiupravdepodobnostným modelom.

model náhodná DNA sekvencia S, náhodná anotácia A

Pr(S,A) � pravdepodobnos´, ºe model vygeneruje pár (S,A).Model zostavíme tak, aby páry s vlastnos´ami podobnými skuto£ným génommali ve©kú pravdepodobnos´.Pouºitie: pre novú sekveniu S nájdi najpravdepodobnej²iu anotáiu A = argmaxA Pr(A|S)28



Pravdepodobnostný model génov
model náhodná DNA sekvencia S, náhodná anotácia APouºitie: pre sekveniu S nájdi najpravdepodobnej²iu anotáiu AHra£kársky príklad modelu: sekvenie d¨ºky 2Tabu©ka pravdepodobností pre 16 sekvenií, 9 anotáií (sú£et 1)Najpravdepodobnej²ia anotáia pre S =aa je aa.aa 0.008 a 0.009 ag 0.0085 . . .aa 0 a 0 . . .aa 0.011 . . .aa 0.010aa 0.009aa 0aa 0.007aa 0.001aa 0.010Skrytý Markovov model, hidden Markov model (HMM)Sp�sob, ako zade�nova´ model pre dlh²ie sekvenie.

a:0.24
c:0.27
g:0.28
t:0.21

a:0.27
c:0.23
g:0.23
t:0.27

a:0.26
c:0.22
g:0.22
t:0.30

0.007

0.999

0.001

0.99 0.99

0.003 0.01

• Kone£ný automat, stavy napr. exón, intrón, medzigénový úsek
• Sekveniu aj anotáiu generuje bázu po báze
• V kaºdom kroku je v jednom stave a náhodne vygeneruje jednu bázu pod©a tabu©ky v stave
• Potom sa presunie do ¤al²ieho stavu pod©a pravdepodobností na hranáhSkrytý Markovov model (HMM)

a:0.24
c:0.27
g:0.28
t:0.21

a:0.27
c:0.23
g:0.23
t:0.27

a:0.26
c:0.22
g:0.22
t:0.30

0.007

0.999

0.001

0.99 0.99

0.003 0.01

Predpokladajme, ºe model vºdy za£ína v modrom stave.Príklad:
Pr(aa) = 0.27 · 0.001 · 0.27 · 0.99 · 0.24 = 0.000017

Pr(aa) = 0.27 · 0.999 · 0.23 · 0.999 · 0.27 = 0.01729



Matematiké ozna£enieSekvenia S1, . . . , SnAnotáia A1, . . . , AnParametre modelu:Prehodová pravdepodobnos´ a(u, v) = Pr(Ai+1 = v|Ai = u),Emisná pravdepodobnos´ e(u, x) = Pr(Si = x|Ai = u),Po£iato£ná pravdepodobnos´ π(u) = Pr(A1 = u).
a 0.99 0.007 0.0030.01 0.99 00.001 0 0.999 e a  g t0.24 0.27 0.28 0.210.26 0.22 0.22 0.300.27 0.23 0.23 0.27Výsledná pravdepodobnos´: Pr(A1, . . . , An, S1, . . . , Sn) = π(A1)e(A1, S1)

∏n
2=1 a(Ai−1, Ai)e(Ai, Si)H©adanie génov s HMM

model
(HMM)

náhodná DNA sekvencia S, náhodná anotácia A

(podobné na ozajstnú DNA)

Pr(S,A) � pravdepodobnos´, ºe model vygeneruje pár (S,A).
• Ur£enie stavov a prehodov v modeli: ru£ne, na základe poznatkov o ²truktúre génu.
• Trénovanie parametrov: emisné a prehodové pravdepodobnosti ur£íme na základe sekvenií so zná-mymi génmi (trénovaia mnoºina).
• Pouºitie: pre novú sekveniu S nájdi najpravdepodobnej²iu anotáiu A = argmaxA Pr(A|S)Viterbiho algoritmus v £ase O(nm2) (dynamiké programovanie)Roz²írenie na 3-periodiké exónyKodón (trojia báz) → jedna aminokyselinaNamiesto jedného stavu pre exón pouºijeme tri stavy v ykle.

20 1

a 0 1 2
0 0 0 0
1 0 0 0
2 0 0 00 0 0

Pr(Ai|Ai−1)30



Nové stavy majú odli²né emisné pravdepodobnosti
a:0.24
c:0.27
g:0.28
t:0.21

a:0.27
c:0.23
g:0.23
t:0.27

a:0.26
c:0.22
g:0.22
t:0.30

0.007

0.999

0.001

0.99 0.99

0.003 0.01
20 1

e a  g t0.24 0.27 0.28 0.210.26 0.22 0.22 0.300.27 0.23 0.23 0.27 e a  g t
0 0.26 0.26 0.32 0.16
1 0.30 0.24 0.20 0.26
2 0.17 0.32 0.31 0.200.26 0.22 0.22 0.300.27 0.23 0.23 0.27Konzistentné kodóny na intrónovýh hraniiahIntrón m�ºe preru²i´ kodón uprostred, heme pokra£ova´, kde sme prestali.

T G G T G T T A G T T T C A
︸ ︷︷ ︸ ︸ ︷︷ ︸ ︸ ︷︷ ︸

W F S

DNA:

protein:

20 1

0 1 2

Signály na hraniiah exónov
Exón IntrónattatatttatggaggtgaggaaagggtgggggtggggattatatatgggtgatggtgagtattaggaatagaagattaaattggtaagtgtgtaatgaagagtgagttttaaggtgggtggtgtagggtagagttgatgagagatgtaaggttggttgtttgagaatatggtgtgaggtggggaagtggggggggtgatgaatttgggatatggtgagagtttttttggagatgagtgtgatgagaaggtagggggtgaagtagtggagaatgagaggtgggatggtaggtgatgttgaggagtttttgtggtattttaaaaggtaattatggagaaatagaaaaaPridaj sériu stavov medzi exón a intrón:

d1 d2 d3 d4 d5 d6 d7 d8 d9Príklad HMM na h©adanie génov
31



translation start

donor4
acceptor4

donor5
intron5

acceptor5

donor3
intron3

acceptor3

acceptor0
intron0

donor0

acceptor1
intron1

donor1

acceptor2
intron2

donor2

translation start

Reverse strand Forward strand

translation stop translation stop

intron4

exon intergenic exon

Stavy vy²²íh rádovRád 0: emisná tabu©ka e ur£uje Pr(Si|Ai)Rád 1: e ur£uje Pr(Si|Ai, Si−1)
Ai Si−1 a  g ta 0.24 0.23 0.34 0.19 0.30 0.31 0.13 0.26g 0.27 0.28 0.28 0.17t 0.13 0.28 0.38 0.21a 0.30 0.18 0.27 0.25 0.32 0.28 0.06 0.35g 0.27 0.22 0.27 0.24t 0.20 0.21 0.26 0.33. . .Na harakterizovanie exónov, intrónov at¤ pouºívame rád 4-5.Experimentálne overovanie génovOverenie transkripie a zostrihu

• EST sequening: sekvenovanie £astí mRNA extrahovanýh z bunky. Nie je ielené na konkrétny gén.
• RT PCR: ielene over konkrétny predpovedaný gén pomoou ²pei�kýh primerov.Problémy: ´aºko nájs´ gény s expresiou iba za zvlá²tnyh podmienok, napr. v embryu, kontamináiagenómovou DNA, nejednozna£né namapovanie na genóm.
DNA:

mRNA:

PCR produkt:

Primery:

Overenie transláie, prítomnosti proteínu 32



• Hmotnostná spektrometria (mass spetrometry) dokáºe detekova´ prítomnos´ proteínu izolovanéhonapr. z 2D gélu.
• Metódy zaloºené na protilátkah (antibody), prípadne ²pei�ké tehniky pod©a typu proteínu.Via detailov o PCR a hmotnostnej spektrometrii v kap. ??.Príklady programov na h©adanie génovLen na základe DNA sekvenie: HMMGene [Krogh, 1997℄ (autor je priekopníkom HMM v bio-inf.),Gensan [Burge and Karlin, 1997℄ (po mnohé roky ²tandard),GeneZilla [Majoros et al., 2004℄, Exon-Hunter [Brejová et al., 2005℄, Augustus [Stanke and Waak, 2003℄ (nov²ie programy zaloºené na zov²eobe-nenýh HMM).CONTRAST [Gross et al., 2007℄, CONRAD [DeCaprio et al., 2007℄ (najnov²ia generáia za-loºená na onditional random �elds)Prokaryotiké genómy: GeneMark [Lukashin and Borodovsky, 1998℄, Glimmer [Delher et al., 1999℄ a¤al²ie.Porovnávaním viaerýh sekvenií: Viaej detailov v kap. ??. Twinsan [Korf et al., 2001℄(prvý úspe²nýgene �nder s dvoma genómami),Exoniphy [Siepel and Haussler, 2004℄(viaero genómov, neh©adá elé gény),N-SCAN [Gross and Brent, 2006℄(roz²írenie Twinsanu na viaero genómov).Iná informáia: (napr. EST-y, príbuzné proteíny a pod.)Viaej detailov v kap. ??. ExonHunter [Brejová et al., 2005℄,Augustus [Stanke et al., 2006℄, Jigsaw [Allen and Salzberg, 2005℄,Fgenesh++ [Solovyev et al., 2006℄.Obmedzenia gene �nderov
• Alternatívny zostrih (alternative spliing): ve©a génov m�ºe vyprodukova´ viaero mRNA molekúl.Gene �ndery vä£²inou h©adajú iba jednu.

Alternative acceptor site:

And any combination of these...

Alternative donor site: Mutually exclusive exons:

Skipped exon:Retained intron:

• Pretínajúe sa gény, resp. gény v intrónoh.
• Netypiké gény (neobvyklé signály, ve©mi krátke alebo dlhé exóny alebo intróny at¤.)
• H©adanie UTR a za£iatku/kona transkripie.Zhrnutie
• Novo osekvenované genómy treba anotova´:ur£ova´ funkie jednotlivým úsekom sekvenie
• Príkladom anotáie je h©adanie génov kódujúih proteíny
• Na h©adanie génov sa hodia skryté Markovove modely
• Modely robia ve©a hýb, ale dajú nám základnú predstavu o polohe a po£te génov, m�ºeme ²tudova´ih funkiu 33



8 Evolu£né modely a stromy
[Lusseau2003℄Rekon²trukia fylogenetikýh stromovVstup: m zarovnanýh (aligned)sekvenií, kaºdá d¨ºky n£lovek C A G T T Aelf A A T A G AGlum C C G A G Ahobit C C G T T Cork A A T T T A

Výstup:
Newik for-mat:(((glum,hobit),£lovek),(elf,ork))Zakorenené a nezakorenené stromy[Margulies et al., 2007℄

(zakorenený pomo-ou�outgroup�)

[Pae, 1997℄

Parsimony (úsporné stromy)Úloha: Dané sú sekvenie sú£asnýh organizmovCheme nájs´ fylogenetiký strom, ktorý vyºaduje minimálny po£et evolu£nýh zmien.evolu£ná zmena = mutáia jednej bázy na inú bázuPodotázka 1: Pre daný fylogenetiký strom, doplni´anestrálne sekvenie tak, aby bol potrebný najmen²í po£et zmien.34



Podotázka 2: Nájs´ najúspornej²í evolu£ný strom,t.j. taký ktorý nám dá najmen²í po£et zmienVýpo£et eny konkrétneho stromu
• dynamiké programovanie
• pre kaºdý vnútorný vrhol u a symbol x:Nu,x:ko©ko zmien je nutnýh v podstrome u, ak v ko-reni u bude symbol x?
• Nu,x = miny{[x 6= y] +Nv,y}+minz{[x 6= z] +Nw,z}

wv

u

x

y z

• �asová zloºitos´: O(n), lineárnaH©adanie stromu s najvä£²ou parsimonyTriviálny algoritmus: vyskú-²aj v²etkýh (2n−3)!
2n−2(n−2)! stro-movHeuristiké preh©adávanie:

• Za£neme s �rozum-ným� stromom
• Pomoou stanovenýhoperáií preh©adá-vame �podobné�stromy; napr. �subtreepruning and regraft�:Neighbor Joining (Metóda spájania susedov)
• Nevyuºívame detaily rozdielov medzi sekveniami
• Zosumarizujeme ih pomoou matie vzdialeností (Dij)35



Jednoduhý príklad:£lovek C A G T T Aelf A A T A G AGlum C C G A G Ahobit C C G T T Cork A A T T T A � E G H O£lovek 0 4 3 3 2elf 4 0 3 6 2Glum 3 3 0 3 5hobit 3 6 3 0 4ork 2 2 5 4 0Idea spájania susedov[Studier1988℄
• Predpokladáme, ºe vzdialenosti Di,j skuto£ne zodpovedajú vzdialenostiam v strome (aditivita)
• Nájdeme dva listy i a j, o ktorýh vieme s ur£itos´ou poveda´, ºe majú vo výslednom strome spolo£néhoota
• i a j spojíme a nahradíme ih ih otom k s novými vzdialenos´ami:

Dk,m =
Di,m +Dj,m −Di,j

2�asová zloºitos´: O(n3)Ako ur£i´ dva listy na spájanie?(Pre£o nie dva najbliº²ie?)Vyber listy i, j, ktoré minimalizujú nasledujúi výraz:
Li,j = (n− 2)Di,j −

∑

k 6=i

Di,k

︸ ︷︷ ︸

ri

−
∑

k 6=j

Dj,k

︸ ︷︷ ︸

rjProblém so vzdialenos´ami
• Po£as evolúie sa m�ºe sta´, ºe tá istá báza zmutuje viakrát (trebárs aj spä´ na originálnu bázu)
• Pri po£ítaní vzdialeností ale vidíme iba nanajvý² jednu zmenu na kaºdej pozíii ⇒ odhad vzdialenostimen²í ako v skuto£nostiJukes-Cantorov model evolúiePravdepodobnos´ zmeny bázy na inú: Pr(Ct+∆t |At) =

1
4 (1− e−

4

3
α∆t)

α: rýhlos´ evolúie (po£et substitúií na jednotku £asu, ak sa pozeráme na ve©mi malé £asové jednotky)O£akávaný po£et pozorovanýh zmien na bázu: DS(∆t) = 3
4 (1− e−

4

3
α∆t)

36



Spä´ ku spájaniu susedov (Neighbor Joining)
• Pod©a takéhoto modelu m�ºeme korigova´ pozorované vzdialenosti

D =
3

4
(1− e−

4

3
α∆t) ⇒ α∆t = −

3

4
log(1−

4

3
D)

• V praxi m�ºeme pouºi´ zloºitej²ie modely, ktoré zah¯¬ajú r�zne frekvenie báz, transition/transversionratio, variabilnú rýhlos´ evolúie na r�znyh pozíiáh (pozri [Felsenstein, 2004, kap.13℄)Najvierohodnej²ie stromy (Maximum likelihood)
• Strom m�ºeme hápa´ ako jednoduhý generatívny model

G H C E O

orkelfclovekhobitglum

t5
A3

t6

t4

t3
A2

t1
A1

t2

A4
t7 t8

• Pr(G,H,C,E,O,A1, . . . , A4) = Pr(A1) ·Pr(A2 |A1, t1) ·Pr(A4 |A1, t2) ·Pr(A3 |A2, t3) ·Pr(G |A3, t5) ·
Pr(H |A3, t6) · Pr(C |A2, t4) · Pr(E |A4, t7) · Pr(O |A4, t8)

• Pre daný strom a dané d¨ºky hrán moºno jednotlivé pravdepodobnosti spo£íta´ pouºitím evolu£néhomodelu (napr. Jukes-Cantor)
• Vierohodnos´ (likelihood) stromu:

Pr(G,H,C,E,O) =
∑

A1,...,A4

Pr(G,H,C,E,O,A1 , . . . , A4)

• Moºno urobi´ efektívne jednoduhým dynamikým programovaním (podobne ako v prípade parsi-mony); Felsensteinov algoritmus
• ⇒ Pre daný strom a d¨ºky hrán viemespo£íta´ vierohodnos´ v £ase O(n)Ako nájs´ najvieryhodnej²í strom?
• Problém je NP-´aºký [Chor2005℄; navy²e komplikovaný tým, ºe na výpo£et vierohodnosti potrebujemaj d¨ºky hrán
• Opä´ pouºijeme heuristiké vyh©adávanie:� Za£neme s �rozumným� stromom� Vypo£ítame vierohodnos´ tohto stromu:

∗ Za£neme s �rozumnými� d¨ºkami hrán
∗ Vypo£ítame vierohodnos´ stromu s d¨ºkami
∗ Mierne zmeníme d¨ºky tak, aby sa zlep²ila vierohodnos´ a opakujeme� Pomoou stanovenýh operáií (ako v prípade parsimony) skú²ame �podobné� stromy, aº kýmnevieme zlep²i´ 37



�Správnos´� fylogenetikýh algoritmov: Konzistentnos´
• �Rozumne� správajúe sa algoritmy: ak mnoºstvo dát (n) rastie, ih odpove¤ by sa mala pribliºova´ku správnej odpovedi.
• Hovoríme, ºe algoritmus pre h©adanie fylogenetikého stromu je konzistentný, ak v prípade ºe n ide donekone£na pravdepodobnos´ správneho stromu konverguje k 1.Porovnanie algoritmovZloºitos´ Konzistentnos´ Vyuºitie dátParsimony (úspornos´) NP-´aºký NIE elé sekvenieNeighbor Joining O(n3) ÁNO iba vzdialenostiLikelihood (vierohodnos´) NP-´aºký ÁNO elé sekvenieOdkia© zohna´ dáta pre fylogenetiku?
• Mitohondriálna DNA (mtDNA):� Krátky irkulárny genóm bakteriálneho p�vodu uloºený v mitohondriáh (£lovek: a 16KB)� Dedí sa zásadne po materskej línii (ºiadne problémy s rekombináiou)� Rýhlej²ie mutáie � vhodný nielen pre organizmy, ale aj jedine� �ahko odsekvenovate©ný a odsekvenovaný pre mnoho organizmov
• Ribozomálna RNA (rRNA):� Nahádza sa v ribozómoh� Nepostrádate©ná funkia pri syntéze proteínov� ⇒ ve©mi dobre zahovaná aj medzi organizmami� RDPII databáza
• DNA sekvenie: �o tak:� Vybra´ si sympatiký gén� Nájs´ jeho homológy v inýh organizmoh� Pouºi´ tieto na kon²trukiu fylogenetikého stromuProblém!!! Duplikáia génov (a vo v²eobenosti DNA duplikáia)

A1 A2 A3 B1 B2 B3

organizmus 1 organizmus 2 organizmus 3

A1 B1 A2 B2 A3 B3

EVOLUCNA
HISTORIA:

organizmus 1 organizmus 2 organizmus 3

STROM GENOV

STROM ORGANIZMOV
(SPECIES TREE)

(GENE TREE)
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• Homológ: podobný gén na úrovni sekvenie
• Ortológ: najbliº²í spolo£ný predok je speiáia (napr. A1/A3)
• Paralóg: najbliº²í spolo£ný predok je duplikáia(napr. A1/B1,A1/B2)Zloºitej²í príklad:

M04
M03
M07
M06
M01
M08
M02
M05

P04
P14
P13
P02
P08
P10
P07
P01
P11
P06
P15
P03

H33
H07
H37
H30
H12
H21
H16
H36
H29
H02
H35
H28
H05
H01
H32
H08
H25
H38
H31
H23
H14
H10
H34
H27
H06
H03

Macaca 
mulatta

Pan 
troglodytes

Homo 
sapiens

a

e

d

c

b

Zhrnutie:
• Modely evolúie nukleotidov nám dávajú moºnos´:� Odhadova´ skuto£nú evolu£nú vzdialenos´ (po£et substitúií) z po£tu pozorovanýh zmien medzisekveniami� Po£íta´ pravdepodobnosti, ºe uvidíme zmenu nukleotidu za ur£itý £as t
• Tri metódy na vytváranie evolu£nýh stromov:� Úsporné stromy (parsimony)� Spájanie susedov (neighbour joining)� Vierohodnos´ stromov (maximum likelihood)
• Génové a organizmové stromy; komplikáie pri vytváraní stromov9 Komparatívna genomikaKomparatívna genomika
• Zostavíme vianásobné zarovnania genómovzarovnané miesta by mali by´ ortológy
• �túdiom evolu£nýh zmien sa snaºíme nájs´ gény a iné funk£né prvky
• Kombinujeme tehniky na anotáiu (HMM) a modely evolúie39



Human AGTGGCTGCCAGGCTG---GGATGCTGAGGCCTTGTTTGCAGGGAGGTRhesus AGTGGCTGCCAGGCTG---GGTTGCTGAGGCCTTGTTTGCCGGGAGGTMouse GGTGGCTGCCGGGCTG---GGTGGCTGAGGCCTTGTTGGTGGGGTGGTDog AGTGGCTGCCCGGCTG---GGTGGCTGAGGCCTTATTTGCAGGGAGGTHorse GATGGCTGCCGGGCTG---GGCTGCCGAGGCCTTGTTCGTGGGGAGGTArmadillo AGTGGCTGCCGGGCTG---GGAGGCCAAGGCCTTGTTCGCGGGCAGGTChiken AGTGGCTGCCAGTCTGCGCCGTGGCCGACGTCTTGCTCGGGGGAAGGTX. tropialis AATGGCTTCCATTTTGTGCCGCTGCTGAGGTCTTGTTCTGGGGAAGATOpakovanie: h©adanie génovÚlohou je nájs´ polohu génov v genóme a ih exónovú ²truktúru.
Medzigénový úsek Intrón Kódujúci exón

gén 1 gén 2Vytvoríme skrytý Markovovský model (HMM), ktorý vie generova´ sekvenie a ih anotáie podobnéskuto£ným.Pýtame sa, ktorá anotáia je najpravdepodobnej²í pár k danej sekvenii.
20 1

0 1 2

Opakovanie: pravdepodobnostné modely evolúie
• Strom m�ºeme hápa´ ako jednoduhý generatívny model

G H C E O

orkelfclovekhobitglum

t5
A3

t6

t4

t3
A2

t1
A1

t2

A4
t7 t8

• Pre hranu z Y do X d¨ºky t moºno pravdepodobnos´ mutáie spo£íta´ pouºitím evolu£ného modelu,napr. Jukes-Cantor: Pr(X = C |Y = A, t) = 1
4 (1− e−

4

3
t)

• Pre elý strom Pr(G,H,C,E,O,A1, . . . , A4) = Pr(A1) ·Pr(A2 |A1, t1) ·Pr(A4 |A1, t2) ·Pr(A3 |A2, t3) ·
Pr(G |A3, t5) · Pr(H |A3, t6) · Pr(C |A2, t4) · Pr(E |A4, t7) · Pr(O |A4, t8)V²eobenej²ie modely mutáií

• Jukes-Cantor predpokladá, ºe kaºdá mutáia rovnako pravdepodobná
• Vo v²eobenosti zavedieme µxy � rýhlos´ substitúie z bázy x na bázu y

• Matia rýhlostí (substitution rate matrix)






−µA µAC µAG µAT

µCA −µC µCG µCT

µGA µGC −µG µGT

µTA µTC µTG −µT
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−µA µAC µAG µAT

µCA −µC µCG µCT

µGA µGC −µG µGT

µTA µTC µTG −µT







• Rovnováºny stav: frekvenie πA, πC , πG, πTnemení sa v £ase
• Pre daný £as t, m�ºeme vypo£íta´ pravdepodobnos´ kaºdej substitúie (transition probabilities):

Pr(X = C |Y = A, t)Zniºovanie po£tu parametrov � HKY matia[Hasegawa et al., 1985℄






−µA βπC απG βπT

βπA −µC βπG απT

απA βπC −µG βπT

βπA απC βπG −µT







µx,y =

{
απy ak x ⇔ y je tranzíia
βπy ak x ⇔ y je tranzverzia

• rýhlos´ tranzíií (transition rate) α: C ⇔ T,A ⇔ G

• rýhlos´ tranzverzií (transversion rate) β: {C, T } ⇔ {A,G}

• Máme iba ²tyri parametre: πA, πC , πG, κ = α/βPrirodzený výber: d�leºitá sú£as´ evolúie
• Evolúia DNA sekvenií pomoou mutáií
• Typy mutáií:� Neutrálne� �kodlivé (deleterious) ⇒ Puri�ka£ný výber (purifying seletion)� Prospe²né (advantageous) ⇒ Pozitívny výber (positive seletion)�túdium puri�ka£ného výberu
• D�leºité funk£né £asti sekvenie musia zosta´ zahované
• Nefunk£né sekvenie sa vyvíjajú rýhlej²ím tempom ako funk£né
• H©adáme zahované sekvenie medzi jednotlivými organizmami
• Ve©ká £as´ zodpovedá známym funk£ným elementom (kódujúe gény, regula£né regióny, a pod.)
• Zahované sekvenie ktoré sa neprekrývajú s funk£nými elementami � nové objekty pre výskum
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�túdium puri�ka£ného výberuH©adáme zahované sekvenie medzi jednotlivými organizmami, ktoré sú £asto funk£né.Kódujúe Intrón�udské bázy pokryté zarovnaním 98% 48%Zhoda v zarovnaniah 85% 69%(my² vs. £lovek) [Mouse Genome Sequening Consortium, 2002℄
chr22:

RefSeq Genes

Mammal Cons

Rhesus
Mouse

Dog
Horse

Armadillo
Opossum
Platypus

Lizard
Chicken

X_tropicalis
Stickleback

20645000 20650000 20655000 20660000 20665000
RefSeq Genes

Vertebrate Multiz Alignment & PhastCons Conservation (28 Species)

PhastCons: detekia dobre zahovanýh sekvenií
• Pouºijeme fylogenetiké HMM� kombináia HMM a fylogenetikého stromu.

• Dva stavy: zahovanásekv., neutrálna sekv.
• V kaºdom stave generu-jeme elý st¨pe zarov-nania
• Zahovaná sekven-ia má krat²ie hranystromuPouºitie fylogenetikého HMM

• Model ur£uje rozdelenie pravdepodobnosti ez zarovnania a anotáie(tu: anotáia = ozna£enie zahovanýh sekvenií)
• Pre dané zarovnanie h©adáme najpravdepodobnej²iu anotáiu
• Kombináia Viterbiho a Felsensteinovho algoritmuProblém: ako ur£ova´ parametre?
• Pri h©ada£oh génov sme rátali ²tatistiky na známyh génoh
• Tu ih m�ºeme nastavi´ tak, aby sme maximalizovali pravdepodobnos´ dát (zarovnania)
maxparam Pr(dáta|param) 42



Výsledky elogenómovej aplikáie PhastCons-u[Siepel et al., 2005℄Synteniké zarovnania genómov £loveka, my²i, kura´a, fugu

Komparatívne h©adanie génov
• Synonymné mutáie nemenia zakódovanú aminokyselinu£asto neutrálne, rýhlej²ie sa hromadia
• Nesynonymné mutáie menia zakódovanú aminokyselinuTrojperiodiké mutáieMutáia na tretej pozíii kodónu £asto synonymná.Báza v kodóne:prvá druhá tretiaZhoda 82% 87% 61%(zarovnania my² vs. £lovek)3-periodikos´ mutáií pomáha nájs´ gény.Genetiký kód

Alanine (A)
GC*

Cysteine (C)
TGC

TGT

Aspartic acid (D)
GAC

GAT

Glutamic acid (E)
GAA

GAG

Phenylalanine (F)
TTC

TTT

Glycine (G)
GG*

Histidine (H)
CAC

CAT

Isoleucine (I)
ATA

ATC

ATT

Lysine (K)
AAA

AAG

Leucine (L)
CT*

TTA

TTG

Methionine (M)
ATG

Asparagine (N)
AAC

AAT

Proline (P)
CC*

Glutamine (Q)
CAA

CAG

Arginine (R)
CG*

AGA

AGG

Serine (S)
TC*

AGT

AGC

Threonine (T)
AC*

Valine (V)
GT*

Tryptophan (W)
TGG

Tyrosine (Y)
TAC

TAT

Stop codon (*)
TAA

TAG

TGA 43



Ako mutáie pomáhajú rozli²ova´ kódujúe oblasti

[Lin et al., 2007℄Fylogenetiké HMM pre h©adanie génovNapríklad Exoniphy [Siepel and Haussler, 2004℄, N-SCAN [Gross and Brent, 2006℄
• Pouºijeme stavy z h©ada£a génov
• Pre kaºdý stav máme evolu£ný model(matiu rýhlostí, d¨ºky hrán)Ako ve©mi pom�ºu zarovnania zlep²i´ presnos´Exóny GényProgram sn sp sn spAUGUSTUS (1 genóm) 52% 63% 24% 17%NSCAN (zarovnanie) 68% 82% 35% 37%Guigo et al 2006, 1% ©udského genómu 44



Substitu£ný model pre kodónyNamiesto jednotlivýh báz uvaºuje trojie [Goldman and Yang, 1994℄Rýhos´ zmeny z kodónu i na kodón j:
µi,j =







0, ak i, j sa rozli²ujú na > 1 pozíiáh,
απj , synonymné tranzíie,
βπj , synonymné tranzverzie,
ωαπj , nesynonymné tranzíie,
ωβπj , nesynonymné tranzverzie.Príklad: µAAC,GGC = 0, µCTA,CTT = βπCTT , µCTA,CCA = ωαπCCAParametre: Frekvenie kodónov πj , ω, κ = α/βPrirodzený výber: neutrálna evolúia ω = 1, pozitívny výber ω > 1,puri�ka£ný výber ω < 1Generatívny model evolúie kodónov

Pr(A,H,C,M |π, κ, ω, tH , tC , tM ) =
πA · Pr(H |A, π, κ, ω, tH) · Pr(C |A, π, κ, ω, tC) · Pr(M |A, π, κ, ω, tM )

tM

tH tC

human chimp

codon M

codon A

macaque

ancestor

codon H codon CInferenia (program PAML)Nájdeme parametre (π, κ, ω, d¨ºky hrán) maximalizujúe vierohodnos´ dát (likelihood):
Pr(H,C,M |π, κ, ω, d¨ºky hrán) = ∑

A

Pr(A,H,C,M |π, κ, ω, d¨ºky hrán)Testovanie pozitívneho výberu � likelihood ratio tests[Zhang et al., 2005, Yang and Nielsen, 2002℄
• Spo£ítame vierohodnos´ dát LA ke¤ ω < 1

• Spo£ítame vierohodnos´ dát LB bez obmedzenia ω

• Vºdy platí LB ≥ LA

• Ak skuto£né ω < 1, LA ≈ LBTest pozitívneho výberuAk LB je ²tatistiky významne vä£²ie ako LA, gén je pod vplyvom pozitívneho výberu.Za predpokladu, ºe ω < 1, platí 2 log(LB/LA) ≈ χ2
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Viaej genómov pomáha vylep²i´ ú£innos´ testov
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Funk£né kategórie obohatené o gény s pozitívnym výberomDefense: ellular defense response, antigen proessing and presentation, response to virus, response to bateriumImmunity: adaptive immune response, adaptive immune response somati reomb, lymphoyte mediated immunity, immunog-46



lobulin mediated immune response, B ell mediated immunity, innate immune response, omplement ativation alternative pathway,regulation of immune system proess, positive regulation of immune response, humoral immune response, omplement ativation las-sial pathway, humoral immune response irulating immunoglob, omplement ativation, ativation of plasma proteins mute in�amresp, akute in�ammatory response, response to woundingSensory pereption: sensory pereption of taste, G-protein oupled reeptor protein signaling pathway, neurologial proess,sensory pereption of hemial stimulus, sensory pereption of smellPozitívny výber v duplikovanýh génoh

Zhrnutie
• Prirodzený výber má významnú úlohu v evolúii organizmov
• Puri�ka£ný výber:� Zahované regióny majú s ve©kou pravdepodobnos´ou nejakú funkiu� Pri h©adaní génov berieme do úvahy aj typiké mutáie kodónov
• Pozitívny výber:� Pozitívny výber v génoh sa prejavuje ve©kým pomerom nesynonymikýh zmien (evolúia naproteínovej úrovni)� Zduplikované gény sú £astej²ie pod vplyvom pozitívneho výberu� Po©ova£ka pokra£uje: h©adáme gény sp�sobujúe harakteristiké £rty £loveka
• Metódy: evolu£né modely, fylogenetiké HMM 47



10 �truktúra a funkia proteínov
ProteínyRe´aze 20 r�znyh aminokyselín s r�znymi hemikými vlastnos´ami:Amino Aid Side hain Hydrophobi Polar ChargedAlanine (A) -CH3 X - - -Arginine (R) -(CH2)3NH-C(NH)NH2 - X basi -Asparagine (N) -CH2CONH2 - X - -Asparti aid (D) -CH2COOH - X aidi -Cysteine (C) -CH2SH X - aidi -Glutami aid (E) -CH2CH2COOH - X aidi -Glutamine (Q) -CH2CH2CONH2 - X - -Glyine (G) -H - - - -Histidine (H) -CH2-C3H3N2 - X weak basi AromatiIsoleuine (I) -CH(CH3)CH2CH3 X - - AliphatiLeuine (L) -CH2CH(CH3)2 X - - AliphatiLysine (K) -(CH2)4NH2 - X basi -Methionine (M) -CH2CH2SCH3 X - - -Phenylalanine (F) -CH2C6H5 X - - AromatiProline (P) -CH2CH2CH2- X - - -Serine (S) -CH2OH - X - -Threonine (T) -CH(OH)CH3 - X weak aidi -Tryptophan (W) -CH2C8H6N X - - AromatiTyrosine (Y) -CH2-C6H4OH X X - AromatiValine (V) -CH(CH3)2 X - - Aliphati�truktúra proteínov

• Primárna ²truktúra: sekvenia aminokyselín
• Sekundárna ²truktúra: pravidelné útvary alfa-hélix, beta-skladaný list (beta sheet)
• Teriálna ²truktúra: presné 3D rozloºenie atómov
• Kvartérna ²truktúra: interakia viaerýh proteínov v komplexe
Myoglobín, prvý proteín so známou ²truktúrou [Kendrew et al 1958℄
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Experimentálne ur£ovanie ²truktúry
• RTG kry²talogra�a (X-ray rystalography): vyºaduje proteín v kry²talikej forme
• NMR (nulear magneti resonane spetrosopy): hlavne pouºívaná na krat²ie proteíny
• Náro£ný a drahý proes
• Databáza ²truktúr PDB56 800 proteínovýh ²truktúr(UniProt má takmer má takmer 10 miliónov sekvenií)
• �trukturálna genomika: snaha ur£ova´ ²truktúry vo ve©komBioinformatiký problém: ur£ovanie ²truktúry proteínov(protein struture predition, protein folding)Vstup: sekvenia proteínuVýstup: 3D pozíie atómov alebo aminokyselínAb initio metódy
• Nájdi ²truktúru s najniº²ou vo©nou energiou
• Vzore na pribliºný výpo£et energie zaloºené na fyzike� sily medzi atómami v proteíne a okolitom roztoku
• �tatistiké vzore merajúe typiké vzialenosti medzi aminokyselinami na známyh ²truktúrah
• V oboh prípadoh ve©mi ´aºký výpo£tový problém� simuláia molekulárnej dynamiky� optimaliza£né metódy, napr. simulované ºíhanie
• Pouºívané na malé proteíny a zlep²enie pribliºnýh ²truktúrProteínové domény a rodinyDoména (domain)
• �as´ proteínu s nezávislou ²truktúrou
• Ve©a proteínov sa skladá z viaerýh domén
• Domény sa tieº v proteínoh preskupujúpo£as evolúieRodina (family)
• Skupina proteínov/domén s podobnou sekveniou, ²truktúrou, funkiou
• Ak poznáme ²truktúru jedného £lena rodiny, m�ºeme predpoklada´, ºe ostatné majú podobnú
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Sekvenie, rodiny, ²truktúrySDA=single domain arhiteture, MDA=multidomain arhiteture78% sekvenií aspo¬ jedna známa doménaIba 12% rodín MDA proteínov nemá doménu so známou ²truktúrou

H©adanie rodínCie©: Zisti, do ktorej rodiny patrí daný proteín
• Zarovnania medzi známymi prvkami rodiny a novým proteínom nemusia nájs´ vzdialenýh £lenov
• Vianásobné zarovnanie rodiny ukáºe d�leºité zahované pozíie
• Rodinu reprezentujeme pravdepodobnostným pro�lom

Pravdepodobnostný pro�l rodiny(pro�le, position spei� sore matrix PSSM)
• V zarovnaní spo£ítaj ei(x): frekvenia výskytu písmena x v st¨pi i
• Dostaneme model, ktorý generuje sekveniu x1, x2, . . . , xn s pravdepodobnos´ou

e1(x1) · e2(x2) · · · en(xn)

• Nulová hypotéza: sekvenia bola vygenerovaná náhodne, kde písmeno x má frekveniu q(x)

• Skóre: logaritmus pomeru pravdepodobností v dvoh modeloh
log

∏n
i=1 ei(xi)

∏n
i=1 q(xi)

=

n∑

i=1

log
ei(xi)

q(xi)
=

n∑

i=1

si(xi)50



Hra£kársky príklad PSSM
• Uvaºujme len leuín q(L) = 70% a alanín q(A) = 30%

• Majme zarovananie 10 sekvenií s nasledujúimi po£tami1 2 3 4A 2 6 9 1L 8 4 1 9
• Skóre alanínu v prvom st¨pi s1(A) = log2(0.2/0.3) = −0.58skóre leuínu v prvom st¨pi s1(L) = log2(0.8/0.7) = 0.19

• Dostávame tabu©ku skór1 2 3 4A -0.58 1.00 1.58 -1.58L 0.19 -0.81 -2.81 0.36
• Skóre LAAL je 0.19 + 1 + 1.58 + 0.36 = 3.13Skóre ALAL je −0.58− 0.81 + 1.58 + 0.36 = 0.55Pro�lové HMMRoz²ír pro�l o inzerie a deléiePSSM pro�l ako HMM:

M3 endM1 M2beginPro�lové HMM: math state, insert state, delete state
M1 M2 M3 endbegin

I1 I1

D1

I1

D1

I1

D1

Kon²trukia pro�lového HMM
• Za£neme s vianásobného zarovnania
• St¨pom s málo medzerami priradíme math stavy, ostatné budú v insert stavoh
• V kaºdom st¨pi zrátame Ei(a): po£et výskytov a

• Pravdepodobnos´ emisie ei(a) =
Ei(a)∑

b
Ei(b)

• Pridáme �pseudoounts�, aby sme nemali nulové poloºky ei(a) =
Ei(a)+c∑

b
(Ei(b)+c)

• Podobne pravdepodobnosti prehodu nastavíme pod©a medzier v zarovnaní
• Ve©mi podobné sekvenie m�ºeme pouºi´ s men²ou váhou51



Pouºitie pro�lov a pro�lovýh HMM
• Pre pro�lové HMM pouºívame Viterbiho algoritmus (alebo aposteriórnu pravdepodobnos´)
• PSSM pro�ly m�ºeme zarovna´ dynamikým programovaním s jednotným skóre pre medzery
• Rodiny domén reprezentované ako pro�lový HMM (databáza Pfam)
• PSI-Blast vytvára PSSM za pohodu z podobnýh proteínovProtein threading�o ak k proteínu nenájdeme ºiadnu doménu?
• Aj proteíny s pomerne odli²nou sekveniou m�ºu ma´ podobnú ²truktúru
• M�ºem skúsi´ �napasova´� proteín na kaºdú známu ²truktúru
• Ur£itý typ zarovnania, ale pri skórovaní beriem do úvahy aj interakie medzi amino kyselinami blízkov ²truktúre
• Výpo£tovo ´aºký problémZhrnutie: akú ²truktúru má proteín?
• Pozriem do PDB, £i má známu ²truktúru
• Ak nie, skúsim BLAST vo£i proteínom so známou ²truktúrou
• Ak ni£, skúsim h©ada´ domény so známou ²truktúrou
• Ak ni£, skúsim threading
• Pre krátke proteíny m�ºem skúsi´ minimalizova´ energiu,inak získané ²truktúry doplni´/vylep²i´ minimalizáiou energieMinimalizáia energie je výpo£tovo ve©mi náro£náFolding@homeSú´aº CASP raz za dva rokyFunkia proteínu
• Pre niektoré proteíny ur£ená laboratórne
• Na ¤al²ie proteíny prená²ame bioinformatiky pomoou podobnosti sekvenie, prítomnosti domén,polohy v genóme a ¤al²íh dát
• Swissprot/Uniprot zhromaº¤uje údaje o funkii proteínov
• Klasi�káie proteínu pomoou Gene ontology (GO)Hierarhiká ²truktúra pojmov:GO:0008150 biologial proessGO:0051179 loalizationGO:0051234 establishment of loalizationGO:0006810 transportGO:0006811 ion transportGO:0034220 ion transmembrane transport 52



�al²ie pouºitia HMM a pro�lov na proteíny
• Ur£ovanie sekundárnej ²truktúry
• Ur£ovanie transmembránovýh proteínov a signálnyh peptidov
• Ur£ovanie funk£nýh motívov a posttransla£nýh modi�káií (databáza PROSITE)Cyli nuleotide-binding domain signature 1:[LIVM℄-[VIC℄-x-{H}-G-[DENQTA℄-x-[GAC℄-{L}-x-[LIVMFY℄(4)-x(2)-G

11 Reguláia génovej expresieAká informáia je uloºená v DNA?Gény: Predpisy na tvorbu proteínov a funk£nýh RNA molekúl.Riadenie ih expresie: kedy a ko©ko sa mátvori´.

Reguláia na úrovni transkripie, spraovania, transláie, posttransla£nýh modi�káií, . . .Transkrip£né faktoryReguláia za£atia transkripie pomoou transkrip£nýh faktorov:proteíny viaºúe DNA, pomáhajú pritiahnu´ RNA polymerázu53



RNA
polymeraza

DNA

Gen

 faktory
Transkripcne

Transkripcia�lovek má vy²e 2000 TF-ovM�ºu zvy²ova´ alebo zniºova´ mieru expresie,fungova´ v skupináhCiele
• Zisti´, za akýh podmienok je daný gén exprimovaný(súvisí s funkiou génu)
• Ktoré gény ho regulujú
• Detaily regula£ného mehanizmu(väzobné miesta, zmeny v mnoºstve expresie,. . . )Tehnológia: expression array, miroarray

zname
DNA

komplementarna
DNA hybridizuje

vzorka 1 vzorka 2

gen 1 gen 2 gen 3

+
oscanuj intenzitu 

Meranie mnoºstva mRNA prítomnej v bunke pre ve©a génov naraz.Zopakujeme za r�znyh podmienok.Alternatíva: RNA-seqsekvenujeme RNA extrahovanú z bunky,mapujeme na genóm, h¨bka pokrytia zodpovedá úrovni expresiePríklad expression array dátPomer expresie génu v meranej a kontrolnej vzorke fg/bg15min 30min 1hod 2hod 4hod . . .W95909 0.72 0.1 0.57 1.08 0.66AA045003 1.58 1.05 1.15 1.22 0.54AA044605 1.1 0.97 1 0.9 0.67W88572 0.97 1 0.85 0.84 0.72AA029909 1.21 1.29 1.08 0.89 0.88AA059077 1.45 1.44 1.12 1.1 1.15. . .Iyer et al 1999 The Transriptional Program in the Response of Human Fibroblasts to Serum
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Vizualizáia�ervená: fg>bgZelená: fg<bg517 génov (z 8600)19 experimentov

Dnes: iný typ dát
• tabu©ka £ísel
• typiké dáta v ²tatistike
• moºno pouºi´ v²eobené metódy ²tatistiky, strojového u£eniaV²etky ostatné predná²ky: praujeme so sekveniami
• zostavovanie genómov
• zarovnávanie sekvenií
• h©adanie génov
• fylogenetiké stromy a komparatívna genomika
• ²truktúra a funkia proteínov
• aj ¤al²ie tri predná²kyPrvá sada problémov: predspraovanie dát
• Zo sanovanýh obrázkov ur£i´ intenzitu, odhali´ zlé merania
• Agregáia dát z viaerýh meraní pre jeden gén
• Pouºitie kontrolnýh meraní
• Normalizáia, aby sme mali porovnate©né výsledky z r�znyh experimentovMerania z miroarray nie ve©mi presné, ve©a ²umu, r�zne zdroje hýb55



Jednoduhý výsledok:zoznam výrazne podexprimovanýh/nadexprimovanýh génovnapr. fg/bg> 2, resp. fg/bg< 0.5£asto na ¤al²iu analýzu pouºívame iba tieto
Zhlukovanie (lustering)Cie©: nájs´ skupiny génov s podobným pro�lom expresieak ve©a génov v skupine má rovnakú funkiu,¤al²ie gény asi robia to isté
Meranie podobnosti pro�lov: napr. Pearsonov korela£ný koe�ientPro�l génu 1: x1, x2, . . . , xn, priemer xPro�l génu 2: y1, y2, . . . , yn, priemer y

C(x, y) =

∑n
i=1(xi − x)(yi − y)

√∑n
i=1(xi − x)2

∑n
i=1(yi − y)2�íslo od -1 do 1, 1 pre lineárne korelované dátaVzdialenos´ d(x, y) = 1− C(x, y)Aj iné moºnosti, napr. Euklidovská vzdialenos´

Hierarhiké zhlukovanie
• Podobné na metódu spájania susedov vo fylogenetikýh stromoh
• Za£neme s kaºdým génom v samostatnej skupinke
• Nájdeme dve najbliº²ie skupinky a spojíme ih do jednej
• Opakujeme, kým nie sú v²etky gény spolu
• Vzdialenos´ skupiniek: napr. vzdialenos´ najbliº²íh génov z jednej a druhej, alebo priemer vzdialenostíez v²etky páry
• Výsledkom je strom zobrazujúi postupnos´ spájania56



Príklad
Zhlukovanie tieº pomáha vizualizáii dát,podobné gény sa dostanú ku sebe

SID112179  EST  T91987
EST  W04525
SID377004  EST  AA057780
SID40630  Paired basic amino acid cleaving system 4
ESTs, Highly  similar to ZINC FINGER PROTEIN 91 [Homo sapiens]
EST  W88695
SID32915  EST  R43729
EST  R51510
Homo sapiens GDP-L-fucose pyrophosphorylase (GFPP) mRNA, complete cds
SID471429  ESTs, Moderately similar to putative transcription factor CA150 [H.sapiens]
SID357806  ESTs, Highly  similar to HYPOTHETICAL 9.8 KD PROTEIN ZK652.3 IN CHROMOSOME III [Caenorhabditis elegans]
SID285946  EST  N66534
SID509503  Homo sapiens phospholipid scramblase mRNA, complete cds
Lamin B receptor
EST  AA025540
Human ATPase, DNA-binding protein (HIP116) mRNA, 3’ end
SID291087  EST  N72130
SID292326  DNA primase polypeptide 2A (58kD)
SID362500  EST  AA018594
EST  R70903
SID510006  Interferon-inducible 56-KDa protein
EST  AA037511
EST  AA052967
H.sapiens mRNA for hcgVIII protein
SID52705  Homo sapiens clones 24622 and 24623 mRNA sequence
SID287239  EST  N66980
SID302400  Epidermal growth factor receptor pathway substrate 15
EST  T91871
EST  R55334
EST  T89077
SID47767  EST  H11911
EST  H12318
SID127578  Human DEAD-box protein p72 (P72) mRNA, complete cds
SID79319  EST  T63170
EST  W95909
SID236277  EST  H61274
SID362009  ESTs, Highly  similar to GROWTH ARREST AND DNA-DAMAGE-INDUCIBLE PROTEIN GADD153 [Homo sapiens]
SID265750  X-LINKED HELICASE II
EST  W15407
SID362385  EST  AA018444
EST  AA031778
EST  N68337
SID39685  EST  R51896
SID509633  ESTs, Moderately similar to Kryn [M.musculus]
SID123567  EST  R00824
Human hSIAH1 mRNA, complete cds
SID45242  EST  H07905
Homo sapiens GBAS (GBAS) mRNA, complete cds
SID471535  Human lipid-activated, protein kinase PRK2 mRNA, complete cds
SID418128  Homo sapiens ring finger protein (FXY) mRNA, complete cds
SID488130  EST  AA047419
Homo sapiens HMG box containing protein 1 mRNA, complete cds
EST  N32165
SID252962  EST  H88517
ERF-2
SID346099  EST  W73942
H.sapiens ERF-2 mRNA
SID291571  Human mRNA for histamine N-methyltransferase, complete cds
CDK6 inhibitor p18
EST  N63536
Homo sapiens clone 24651 mRNA sequence
EST  H20847
EST  R43139
EST  H29270
DP2 (E2F dimerization partner 2)
EST  H92461
HEAT SHOCK FACTOR PROTEIN 2
SID221527  EST  H92076
SID221898  EST  H83658
EST  R73580
EST  AA013256
SID290479  EST  N67978
Human forkhead protein FREAC-2 mRNA, partial cds
SID278125  Dihydropyrimidine dehydrogenase
SID272155  EST  N31484
EST  AA035360
EST  H27880
EST  W74533
EST  N79013
SID471393  EST  AA034524
ADP-ribosylation factor 4-like
WEE1-LIKE PROTEIN KINASE
EST  AA057170
EST  R33609
EST  AA042944
EST  T72562
EST  N64669
SID469387  H.sapiens garp gene mRNA, complete CDS
EST  R60336
SID277996  EST  N63445
Human protein tyrosine kinase t-Ror1 (Ror1) mRNA, complete cds
SID162059  ESTs, Moderately  similar to ATP-BINDING CASSETTE TRANSPORTER 2 [Mus musculus]
SID469850  EST  AA028136
SID364033  EST  AA021607
EST  N47794
SID222387  EST  H86088
EST  AA045506
TISSUE FACTOR PATHWAY INHIBITOR PRECURSOR
SID357348  EST  W93502
Damage-specific DNA binding protein 2 (48 kD)
SID34346  Human mRNA for KIAA0203 gene, complete cds
EST  W92305
EST  H08856
SID380425  Adducin 3 (gamma)
SID509833  INTERFERON-INDUCED 54 KD PROTEIN
BINDING REGULATORY FACTOR
H.sapiens mRNA for Ndr protein kinase
SID122585  Homo sapiens mRNA for KIAA0602 protein, partial cds
SID25992  EST  R37278
EST  AA011444
SID297445  Homo sapiens DNA recombination and repair protein hNgs1 (hNGS1) mRNA, complete cds
Human DEAD-box protein p72 (P72) mRNA, complete cds
EST  N38985
SID346311  EST  W74140
SID299290  EST  N75545
Human Bruton’s tyrosine kinase-associated protein-135 mRNA, complete cds
SID429074  EST  AA005169
SID364715  Homo sapiens thrombospondin 3 (THBS3) gene, complete cds
SID197549  EST  R87731
SID297604  EST  N69835
Human B4-2 protein mRNA, complete cds
ESTs, Highly similar to alpha-adducin [H.sapiens]
SID328922  EST  W45465
EST  AA010624
SID281745  EST  N51744
EST  N79778
SID277895  EST  N64209
SID291387  EST  N72289
SID280659  EST  N50448
Aminolevulinate, delta-, synthase 2 (sideroblastic/hypochromic anemia)
Homo sapiens LIM domain binding protein (LDB1) 
High-mobility group (nonhistone chromosomal) protein 2
Homo sapiens antigen NY-CO-33 (NY-CO-33) mRNA, complete cds
Mast/Stem cell growth factor receptor
SID48320  EST  H14569
SID278241  EST  N63574
EST  H05133
EST  AA029451
SID160605  EST  H25014
SID273926  EST  N38765
SID284240  EST  N52170
SID381064  EST  AA057433
SID416134  EST  W86006
Cyclin-dependent kinase inhibitor 1C (p57, Kip2)
Homo sapiens mRNA for KIAA0623 protein, complete cds
SID35516  H.sapiens mRNA for cyclin G1
EST  AA011682
Homo sapiens mRNA for KIAA0623 protein, complete cds
H.sapiens DAP-kinase mRNA
EST  AA005212
EST  AA058747
SID365026  Human transmembrane receptor (ror2) mRNA, complete cds
EST  AA011388
EST  AA007439
Human mRNA for KIAA0188 gene, partial cds
SID50073  EST  H17482
SID49385  EST  H15535
EST  R60731
Fibromodulin
EST  H28360
AH-receptor
SID309231  ESTs, Moderately similar to zinc finger protein [R.norvegicus]
EST  N53427
SID44098  EST  H06287
Human cyclin-dependent kinase inhibitor p27kip1 mRNA, complete cds
Hs.648 Cut (Drosophila)-like 1 (CCAAT displacement protein)
SID298306  EST  N73953
EST  AA016001
EST  R43550
EST  H15273
SID49165  EST  H16592
SID381722  EST  AA059074
SID292678  Human mRNA for KIAA0355 gene, complete cds
SID417030  EST  W87769
SID365756  Human mRNA for CMP-sialic acid transporter, complete cds
Homo sapiens mRNA for protein phosphatase 2C (beta)
SID469194  Tropomodulin
Human clone 23693 mRNA sequence
SID365087  EST  AA024606
E3 UBIQUITIN-PROTEIN LIGASE (NEDD-4) protein
Homo sapiens mRNA for KIAA0643 protein, partial cds
Human G protein-activated inwardly rectifying potassium channel HGIRK1/Kir3.1 mRNA, complete cds
Meis1 (mouse) homolog
SID208950  Aldehyde dehydrogenase 10 (fatty aldehyde dehydrogenase)
SID149477  EST  H00168
Human syntaxin 7 mRNA, complete cds
SID236188  EST  H62361
Fibrillin 1 (Marfan syndrome)
SID29194  POLYPOSIS LOCUS PROTEIN 1
SID273078  ESTs, Highly  similar to HYPOTHETICAL 67.6 KD PROTEIN ZK637.3 IN CHROMOSOME III [Caenorhabditis elegans]
EST  AA045111
Alpha-1 type 3 collagen  
SID287028  Homo sapiens cAMP-specific phosphodiesterase 8A (PDE8A) mRNA, partial cds
Homo sapiens mRNA for putative progesterone binding protein
CYCLIN-DEPENDENT KINASE INHIBITOR 1
SID116819  Homo sapiens clone 23887 mRNA sequence
SID214028  Homo sapiens mRNA for stearoyl-CoA desaturase
SID21829  EST  T65590
SID137704  EST  R37986
SID61539  Cytochrome P450, subfamily IIC (mephenytoin 4-hydroxylase), polypeptide 9
EST  W78151
SID376951  EST  AA047641
EST  W69445
Spectrin, beta, non-erythrocytic 1
SID323555  FYN oncogene related to SRC, FGR, YES
Transforming growth factor, beta receptor III (betaglycan, 300kD))
SID365251  EST  AA024914
SID265868  EST  N21470
SID43006  EST  R59736
SID281146  EST  N50955
Homo sapiens clone 23785 mRNA sequence
EST N75026
EST  R71462
SID429409  EST  AA007609
SID42629  EST  R60996
SID299673  Homo sapiens clone 23645 mRNA sequence
Membrane metallo-endopeptidase (neutral endopeptidase, enkephalinase, CALLA, CD10)
Thymosin beta-4
EST  AA037718
SID366364  EST  AA025786
Catalase
SID484622  Homo sapiens clone 24636 mRNA sequence
EST  AA036947
EST  AA040147
EST  H85971
EST  H01236
SID257009  EST  N26801
SID128329  EST  R12563
Laminin, alpha 2 (merosin, congenital muscular dystrophy)
Wingless-type MMTV integration site 2, human homolog
SID131285  EST  R24284
SID360233  EST  AA012996
SID281493  GLUTAMATE RECEPTOR 1 PRECURSOR
Annexin III (lipocortin III)
EST  N20862
SID229535  EST  H66595
Asparagine synthetase
EST  W72188
ESTs, Highly  similar to PROBABLE PHOSPHOSERINE AMINOTRANSFERASE [Oryctolagus cuniculus]
SID415303  Human mRNA for KIAA0018 gene, complete cds
Cytochrome B561
Fibrillin 2
Squalene epoxidase
EST  N74313
EST  AA057199
3-HYDROXY-3-METHYLGLUTARYL-COENZYME A REDUCTASE
MAC30 (differentially expressed in meningiomas)
SID486055  Cytochrome P450 IB1 (dioxin-inducible)
EST  N95180
Cytochrome P450, 51 (lanosterol 14-alpha-demethylase)
EST  AA029996
FARNESYL-DIPHOSPHATE FARNESYLTRANSFERASE
SID347007  EST  W79450
Mesoderm specific transcript (mouse) homolog
SID208960  Dipeptidylpeptidase IV (CD26, adenosine deaminase complexing protein 2)
SID37021  EST  R49183
Human mRNA for DB1, complete cds
EST  W89018
Homo sapiens protein 4.1-G mRNA, complete cds
EST  H19324
Ribosomal protein L5
SID254433  Homo sapiens oligodendrocyte-specific protein (OSP) mRNA, complete cds
EST  H93791
Cellular retinoic acid-binding protein 2
H factor (complement)-like 1
EST  AA029995
IPP isomerase
SID376386  EST  AA039663
Homo sapiens insulin induced protein 1 (INSIG1) gene, complete cds
IPP isomerase
IPP isomerase
SID209731  EST  H52219
SID489285  Ribosomal protein L17
Carnitine palmitoyltransferase I (CPTI)
SID471855  Lumican
EST AA180272
SID428443  EST  AA004918
SID376416  Complement component C1r
SID416406  ESTs, Highly  similar to COMPLEMENT RECEPTOR TYPE 2 PRECURSOR [Homo sapiens]
Cytochrome B561
SID364730  Homo sapiens P8 protein mRNA, complete cds
Ribonuclease, RNase A family, 1 (pancreatic)
SID415669  EST  W84708
SID343119  EST  W67250
SID486735  Human peptidyl-prolyl isomerase and essential mitotic regulator (PIN1) mRNA, complete cds
SID469959  EST  AA029909
SID487537  H.sapiens mRNA for selenoprotein P
EST AA021170
Lipoprotein lipase
Apolipoprotein D
Caldesmon
SID377346  Complement component 1, s subcomponent
SID381721  EST  AA059077
Human mRNA for dihydropyrimidinase related protein-3  complete cds
SID46127  EST  H09359
SID375479  EST  AA026761
SID488947  EST  AA047080
SID381836 EST
Activating transcription factor 3 (ATF3)
SID254436  IMMEDIATE-EARLY RESPONSE PROTEIN NOT
P55-C-FOS PROTO-ONCOGENE PROTEIN
Early growth response protein 1
SID120386  EST  T95837
EST  AA016305
SID512337  Ribosomal protein S5
SID469297  Homo sapiens mRNA for DEC1  complete cds
SID61419  EST  T40920
Human Gem GTPase (gem) mRNA, complete cds
SID129778  Transferrin receptor (p90, CD71)
SID238621  EST  H65122
EST  T50056
Vascular endothelial growth factor
SID512204  ESTs, Highly  similar to AAC-RICH MRNA CLONE AAC3 PROTEIN [Dictyostelium discoideum]
SID343061  GRAVIN
Connective tissue growth factor
SID428028  ATP citrate lyase
SID489156  EST  AA056549
SERINE/THREONINE-PROTEIN KINASE SGK 
SERINE/THREONINE-PROTEIN KINASE SGK 
Myeloid cell leukemia sequence 1 (BCL2-related)
Myeloid cell leukemia sequence 1 (BCL2-related)
SID488548  Human pre-B cell enhancing factor (PBEF) mRNA, complete cds
Interleukin 6 (B cell stimulatory factor 2)
Endothelin 1 {alternative products}
MAP KINASE PHOSPHATASE-1
MAP KINASE PHOSPHATASE-1
MAP KINASE PHOSPHATASE-1
MAP KINASE PHOSPHATASE-1
MAP KINASE PHOSPHATASE-1
DNA-binding protein CPBP (CPBP)
Homo sapiens clone 23767 and 23782 mRNA sequences
Platelet-derived growth factor receptor, beta polypeptide
SID376394  Protein phosphatase 4 (formerly X), catalytic subunit
Jun B proto-oncogene
Mitogen induced nuclear orphan receptor (MINOR)
IEX-1
Human TGF-beta inducible early protein (TIEG) mRNA, complete cds
TGF-beta inducible early protein
DUAL SPECIFICITY MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE KINASE 3
PUTATIVE DNA BINDING PROTEIN A20
Protein-tyrosine-phosphatase (tissue type: foreskin)
EST  H02832
EST  T48819
Stanniocalcin precursor
HUMAN IMMUNODEFICIENCY VIRUS TYPE I ENHANCER-BINDING PROTEIN 2
Bone morphogenetic protein receptor, type II (serine/threonine kinase)
EST AA688119
EST W25116
ETS-2
Macrophage inflammatory protein-2-alpha precursor (MIP-2 alpha)
ETS-2
Prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (prostaglandin G/H synthase and cyclooxygenase)
Coagulation factor III (thromboplastin, tissue factor)
Fibroblast growth factor 2 (basic)
Fibroblast growth factor 2 (basic)
Interleukin 8
Fibroblast growth factor 7 (keratinocyte growth factor)
SID306147  EST  N90531
EST  R36703
Coagulation factor III (thromboplastin, tissue factor)
Homo sapiens HuUAP1 mRNA for UDP-N-acetylglucosamine pyrophosphorylase, complete cds
Human guanine nucleotide regulatory protein (NET1) mRNA, complete cds
Plasminogen activator, urokinase receptor
EST AA053251
Human RGP4 mRNA, complete cds
SID52519  EST  H24396
SID162077  EST  H26271
Thrombomodulin
SID346510  Homo sapiens hCPE-R mRNA for CPE-receptor, complete cds
EST  AA053251
SID47424  EST  H11257
S-ADENOSYLMETHIONINE SYNTHETASE GAMMA FORM
SID364959  Hexosaminidase B (beta polypeptide)
Small inducible cytokine A2 (monocyte chemotactic protein 1, homologous to mouse Sig-je)
SID428844  Human mRNA for KIAA0157 gene, partial cds
Interleukin 1, beta
Intercellular adhesion molecule 1 (CD54), (ICAM1)
EST  W51763
SID487232  Homo sapiens actin-binding protein homolog ABP-278 mRNA, complete cds
SID509643  Human mRNA for KIAA0034 gene, complete cds
Homo sapiens regulator of G-protein signalling 12 (RGS12) mRNA, complete cds
Plasminogen activator inhibitor  type I
Plasminogen activator inhibitor, type I
Fc fragment of IgG, low affinity IIa, receptor for (CD32)
SID376725  Tropomyosin alpha chain (skeletal muscle)
EST  N40987
SID145292  Collagen, type IV, alpha 1
EST  AA044617
SID509525  DESMOPLAKIN I AND II
N-ACETYLLACTOSAMINE SYNTHASE
SID73878  EST  T54874
Homo sapiens clone 24589 mRNA sequence
T-COMPLEX PROTEIN 1, EPSILON SUBUNIT
Prothymosin alpha
Protein-tyrosine-phosphatase (tissue type: foreskin)
ESTs  Highly  similar to GRPE PROTEIN HOMOLOG PRECURSOR [Drosophila melanogaster]
SID301487  Homo sapiens mRNA for DEC1, complete cds
EST AA054706
Human Gu protein mRNA, partial cds
AMINOPEPTIDASE N
EST  W74639
Plasminogen activator inhibitor-2, placental
CTP synthetase
PEPTIDYL-PROLYL CIS-TRANS ISOMERASE, MITOCHONDRIAL PRECURSOR
Homo sapiens lysosomal neuraminidase precursor  mRNA  complete cds
TUMOR-ASSOCIATED ANTIGEN L6
EST  W86798
EST  R53619
Vimentin
SID488223  Homo sapiens down syndrome candiate region 1 (DSCR1) gene, alternative exon 1, complete cds
EST  H01822
ATP SYNTHASE LIPID-BINDING PROTEIN P1 PRECURSOR
Homo sapiens lysyl hydroxylase isoform 2 (PLOD2) mRNA, complete cds
Human elastin gene, partial cds and partial 3’UTR
Cyclin D1 (PRAD1; parathyroid adenomatosis 1)
TISSUE FACTOR PATHWAY INHIBITOR 2 PRECURSOR
EST H49897
SID130482  EST  R21877
TISSUE FACTOR PATHWAY INHIBITOR 2 PRECURSOR
SID296087  Heparin cofactor II
Metallothionein from cadmium-treated cells
Stromal cell-derived factor 1
Human leukemia virus receptor 1 (GLVR1) mRNA, complete cds
SID510189  HEAT SHOCK PROTEIN HSP 90-ALPHA
Human G2 protein mRNA, partial cds
EST  AA037351
ESTs, Highly  similar to TRANSLOCON-ASSOCIATED PROTEIN, GAMMA SUBUNIT [Rattus norvegicus]
ESTs, Highly  similar to OPIOID BINDING PROTEIN/CELL ADHESION MOLECULE PRECURSOR [Bos taurus]
SID253397  Human mRNA for KIAA0368 gene, partial cds
Cadherin 2, N-cadherin (neuronal)
Metallothionein 1A
EST  H73480
Human metallothionein (MT)I-F gene
Endothelial Cell-specific Molecule ESM-1
SID31489  Human mRNA for KIAA0165 gene, complete cds
SID220183  EST  H85111
SID266995  EST  N23200
SID259642  GTP cyclohydrolase 1 (dopa-responsive dystonia) {alternative products}
Tissue inhibitor of metalloproteinase 3 (Sorsby fundus dystrophy, pseudoinflammatory)
SID200577  Human mRNA for KIAA0186 gene, complete cds
SID201350  EST  R99596
SID489175  Acid phosphatase 1, soluble
Cyclin-dependent kinase 7 (homolog of Xenopus MO15 cdk-activating kinase)
SID470455  ESTs, Highly  similar to HYPOTHETICAL 52.9 KD PROTEIN IN SAP155-YMR31 INTERGENIC REGION [Saccharomyces cerevisiae]
SID489127  Stromal cell-derived factor 1
SID509631  FK506-binding protein 1 (12kD)
Endothelial differentiation protein (edg-1)
Human metallothionein I-B gene
Metallothionein 1L
SID344083  EST  W73776
Cytochrome c-1
Homo sapiens mRNA for nucleolar protein hNop56
Phosphofructokinase, platelet
SID294134  Homo sapiens brain expressed ring finger protein mRNA, complete cds
SID306539  RAN binding protein 1
SID469990  Adenine nucleotide translocator 2 (fibroblast)
SID254428  Integrin, alpha 6
SID51894 GTP binding nuclear protein RAN
HEAT SHOCK COGNATE 71 KD PROTEIN
SID512247  Enolase 1, (alpha)
Antigen identified by monoclonal antibody Ki-67
SID510332  Human cytoskeleton associated protein (CG22) mRNA, complete cds
Eukaryotic translation initiation factor 4A (eIF-4A) isoform 1
Prothymosin alpha
Inhibitor of DNA binding 3, (ID3)
FOS-RELATED ANTIGEN 1
Paired basic amino acid cleaving enzyme (furin, membrane associated receptor protein)
SID296240  ESTs, Highly  similar to HYPOTHETICAL 14.6 KD PROTEIN IN REC104-SOL3 INTERGENIC REGION [Saccharomyces cerevisiae]
SID509983  Human nucleolar protein p40 mRNA, complete cds
SID60664  EST  T40595
SID150692  EST  H02191
SID510597  Pyruvate kinase, muscle
SID487930  Human clone 23748 mRNA, complete cds
SID470101  Oxytocin receptor
Human transglutaminase mRNA, 3’ untranslated region
SID363599  EST  AA020014
EST  W79392
SID357161  Homo sapiens mRNA for CRM1 protein, complete cds
SID470008  Homo sapiens thyroid receptor interactor (TRIP7) mRNA, 3’ end of cds
Brain-expressed HHCPA78 homolog [human  HL-60 acute promyelocytic leukemia cells  mRNA  2704 nt]
Brain-expressed HHCPA78 homolog [human, HL-60 acute promyelocytic leukemia cells, mRNA, 2704 nt]
EST  W04611
SID39144  EST  R51770
Human mRNA for KIAA0039 gene, partial cds
SID245840  Homo sapiens geminin mRNA, complete cds
Proliferating cell nuclear antigen
Proliferating cell nuclear antigen
ESTs, Highly  similar to UBIQUITIN-CONJUGATING ENZYME E2-17 KD [Drosophila melanogaster]
SID245209  EST  N54485
SID418097  Centromere protein E (312kD)
Human mRNA for KIAA0175 gene, complete cds
SID43644  EST  H04812
SID140677  EST  R67964
alpha importin
SID365627  EST  AA009683
SID32790  DNA repair protein MSH2
Cyclin A
SID510231  Ribonucleotide reductase M2 polypeptide
RIBONUCLEOSIDE-DIPHOSPHATE REDUCTASE M1 CHAIN
SID49950  FLAP ENDONUCLEASE-1
Cyclin A
DNA topoisomerase II alpha
DNA topoisomerase II alpha subunit
SID212374  EST  H68298
Mitotic feedback control protein Madp2 homolog
EST  R40626
EST  T52152
CDC28 protein kinase 2
Cell division cycle 2, G1 to S and G2 to M
Human occludin mRNA, complete cds
Human mRNA for KIAA0069 gene, partial cds
CENP-F kinetochore protein
Cyclin B1
UDP-GLUCURONOSYLTRANSFERASE 2B7 PRECURSOR  MICROSOMAL
SID302922  Human mRNA for KIAA0159 gene, complete cds
Human mRNA for KIAA0092 gene, complete cds
Coagulation factor II (thrombin) receptorKlasi�káia

• Typiký problém v strojovom u£ení
• Cheme odlí²i´ napr. r�zne typy tumorov pod©a expresie génov
• Máme nejaké príklady, kde vieme expresiu aj typ tumoru
• Cheme napr. nájs´ vzore, ktorý nám z expresie vyráta záporné £íslo pre typ 1, kladné £íslo pre typ2.
• Vopred si vyberieme si typ vzora s neznámymi parametrami (trieda hypotéz)
• Na trénovaíh dátah h©adáme hodnoty parametrov, pre ktoré vzore najlep²ie funguje
• Fungovanie vzora testujeme na testovaíh dátah (nepouºité na trénovanie)
• Hotový vzore pouºijeme na dáta s neznámym typomHra£kársky príklad: expresia 2 génovTrénovaie dáta so známym typom:
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Typ vzora: lineárne funkie (lineárny diskriminant)tumor typu 1 ak ax+ by + c < 0H©adáme a, b, c, také, aby na trénovaíh dátah predpovedal dobreHra£kársky príklad: expresia 2 génovVýsledný vzore:
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a = 1, b = 3, c = −2.85tumor typu 1 ak x+ 3y − 2.85 < 0Nie vºdy vieme nájs´ dokonalé oddelenie priamkou
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Moºnos´ 1:zmierime sa s nieko©kými hybamina trénovaíh dátah.
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Moºnos´ 2:roz²írime triedu hypotéz,napr. na lomené £iarys najvia 4 segmentami.Ktorá moºnos´ bude lep²ie fungova´ na novýh dátah?Populárne tehniky na klasi�káiuLogisti regression, logistiká regresia:lineárny diskriminátor, vraia pravdepodobnos´ jednotlivýh tried, dobre známa ²tatistiká metóda.
Support vetor mahi-nes(SVM): h©adanie lineár-neho diskriminátora s nulovoutrénovaou hybou, ktorý jenaj¤alej od v²etkýh trénovaíhdát.
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Dá sa zov²eobeni´ na nelineárne funkie priemetom vektorov do vä£²ieho priestoru.Populárne tehniky na klasi�káiuNeural networks, neurónové siete:�neuróny� poprepájané �synapsami�,kaºdý neurón na výstupe váhovaný priemer vstupov.Bayesovské siete:pravdepodobnostný model generujúi náhodné expresietyp tumoru je tieº náhodná premenná, ktorej hodnotu nepoznámepodobne ako stav v HMM
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Biologiké sieteReprezentáia ve©kého mnoºstva objektov a vz´ahov pomoou grafu.Regula£né siete: vrholy sú gény, orientovaná hrana z A do B ak A reguluje BSiete interakií: vrholy sú proteíny, neorientovaná hrana (A,B) ak A a B fyziky interagujúMetaboliké siete: vrholy sú produkty metabolizmu, hrany predstavujú reakie medzi nimi (a súvisiaeenzýmy)Iné: neorientované grafy, reprezentujúe korelovanú expresiu génov, koregulované gény a pod.Metaboliká sie´KEGG databáza: Fatty aid biosynthesis, Homo sapiens

Pouºitie sietí
• Skúmanie globálnyh vlastností:stupne vrholov, vzdialenosti vrholov v sietiporovnávanie s pravdepodobnostými modelmi grafov
• Porovnávanie sietí medzi organizmami, ²túdium evolúie sietí
• H©adanie motívov v sie´ah, napr. husté podgrafy v sieti interakií £asto zodpovedajú proteínovýmkomplexom
• �túdium lokálneho okolia zaujímavého génu
• Simuláia molekulárnej dynamikyRegula£né siete z miroarray dátVstup: Séria miroarray experimentov, moºno so známymi podmienkami (£asové rady, dele£ný mutant)
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Výstup: regula£ná sie´, vrholy sú gény, orientovaná hrana z A do B ak A reguluje BPodobnos´ pro�lov expresie nám m�ºe da´ neorientované hranyCheme vylú£i´ hrany, ktoré vznikli tranzitivitouCheme správne orientova´ hrany (´aºký problém)
Hartemink - Med. Phys, 2003Zhrnutie

• Miroarray nám m�ºe da´ informáie o úrovni expresie ve©a génov naraz
• Problémy s normalizáiou a ²tatistikým spraovaním
• Zhlukovanie (lustering) nájde podobné génynepotrebujeme o dátah vopred ni£ vedie´ (unsupervised learning)
• Klasi�káia m�ºe rozli²ova´ napr, horoby pod©a expresiepotrebuje dáta so známou odpove¤ou (supervised learning)
• R�zne typy vz´ahov m�ºeme reprezentova´ ako sie´ (graf)
• Miroarray dáta pomáhajú zostavi´ siete12 Väzobné motívy v DNA sekveniáhMinulý týºde¬
• Miroarray: tehnológia na meranie expresie (mnoºstva mRNA) pre ve©a génov naraz
• Vieme nájs´ gény s podobným pro�lom expresie
• Moºno majú ten istý regulátor (alebo jeden reguluje druhý)
• Dnes budeme skúma´, kam sa regulátory viaºu v DNATranskrip£né faktory (TF)Reguláia za£atia transkripie pomoou transkrip£nýh faktorov:proteíny viaºúe DNA, pomáhajú pritiahnu´ RNA polymerázu

RNA
polymeraza

DNA

Gen

 faktory
Transkripcne

Transkripcia
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�lovek má vy²e 2000 TF-ovM�ºu zvy²ova´ alebo zniºova´ mieru expresie,fungova´ v skupináhPríklad: transkrip£ný faktor E2F1
• Reguluje bunkový yklus
• Viaºe TTTCCCGC alebo TTTCGCGC,prípadne ¤al²ie varianty
• Sekvenie DNA, na ktoré sa viaºe ur£itý TFheme reprezentova´ ako sekven£ný motíva h©ada´ ¤al²ie výskyty v genómeReprezentáia väzobnýh motívovRe´aze s nezhodami (konsenzus):motív je re´aze, výskyty m�ºu ma´ vopred ohrani£ený po£et nezh�dPríklad: motív TTTGGCGC + 1 nezhodaTTTGGCGC, TTAGGCGC, TTTGCCGC sú výskyty motívuTTTCCCGC nie je výskytZostavenie motívu: napr. vezmi naj£astej²ie písmeno na kaºdej pozíiiA 0 0 0 0 0 0 0 0C 0 0 0 4 2 10 0 9G 0 0 0 6 8 0 10 1T 10 10 10 0 0 0 0 0Reprezentáia väzobnýh motívov 2Regulárny výraz:niektoré pozíie motívu dovo©ujú výber z viaej moºností[GC℄ znamená pozíiu, na ktorej m�ºe by´ G alebo CN znamená hoiktorú bázuPríklad: motív TTT[CG℄[CG℄CGCTTTGGCGC, TTTCCCGC, TTTGCCGC sú výskyty motívuTTAGGCGC nie je výskytZostavenie motívu: povo© naj£astej²ie bázy na kaºdej pozíii62



A 0 0 0 0 0 0 0 0C 0 0 0 4 2 10 0 9G 0 0 0 6 8 0 10 1T 10 10 10 0 0 0 0 0Reprezentáia väzobnýh motívov 3Position spei� soring matrix (PSSM, PWM):skórovaia matia, ako sme videli pri proteínovýh doménahvýskyty dosahujú skóre vä£²ie ako £íslo TPríklad: T = 8A -2.0 -2.0 -2.0 -2.0 -2.0 -2.0 -2.0 -2.0C -1.6 -1.6 -1.6 0.6 0.0 1.5 -1.6 1.4G -1.6 -1.6 -1.6 1.0 1.3 -1.6 1.5 -0.5T 1.1 1.1 1.1 -2.0 -2.0 -2.0 -2.0 -2.0TTTCCCGC je výskyt: 1.1+1.1+1.1+0.6+0.0+1.5+1.5+1.4=8.3TTTGGCGG je výskyt: 1.1+1.1+1.1+1.0+1.3+1.5+1.5-0.5=8.1TTAGGCGC nie je: 1.1+1.1-2.0+1.0+1.3+1.5+1.5+1.4=6.4Zostavenie skórovaej matieVideli sme pri proteínovýh doménah.Zrátame po£ty, pridáme pseudoount (napr. 0.5)A 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5C 0.5 0.5 0.5 4.5 2.5 10.5 0.5 9.5G 0.5 0.5 0.5 6.5 8.5 0.5 10.5 1.5T 10.5 10.5 10.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5Zrátame frekvenie, napr. e1(A) = 0.5/12 = 0.0417Nulová hypotéza napr. q(A) = q(T ) = 0.3, q(C) = q(G) = 0.2Skóre bázy x na pozíii i je si(x) = log(ei(x)/q(x))V príklade pouºitý prirodzený logaritmus (ln)Napr. s1(A) = ln(0.0417/0.3) = −2.0H©adanie výskytov v genóme
• H©adanie motívu v genóme: skús kaºdú pozíiu, £i je výskytom
• Vä£²inou ve©a falo²nýh výskytov
• Vieme spo£íta´ E-value: ko©ko výskytov o£akávame v náhodnej sekvenii
• Napr. TTT[CG℄[CG℄CGC sa vyskytuje v priemere raz za 30 000 báz
• Rozdiel medzi väzobnými miestami in vivo (v bunke) a in vitro (krátka DNA v skúmavke)
• Na zlep²enie ²pei�kosti h©adáme zhluky väzobnýh miest, miesta podporené experimentálne, evolu£nezahované
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Poznámky
• Databázy motívov, napr. TRANSFAC, JASPAR
• Podobne reprezentujeme aj motívy v proteínovýh sekveniáh a prvky génovej ²truktúry (napr. miestazostrihu)
• Motívy m�ºeme reprezentova´ aj metódami strojového u£enia:klasi�káia väzobnýh miest vs. zvy²ok genómupomoou neurónvýh sietí, SVM, Bayesovskýh sietí a pod.Ako nájs´ väzobné miesta experimentálne?Chromatin immunopreipitation (ChIP)Pomoou protilátky (antibody) na ²pei�ký transkrip£ný faktor zistí, kde pribliºne sa tento faktor viaºe.
• Väzba medzi TF a DNA sa spevní formaldehydom
• DNA sa naseká na kusy
• Kusy, na ktorýh je TF, sa zahytia na protilátke
• DNA sa izoluje a sekvenuje alebo detekuje pomoou expression arrayProblém: zistíme len pribliºnú polohu väzobného miestaBioinformatiký problém: h©adanie novýh motívov
• Máme nieko©ko kusov DNA, z ktorýh kaºdý (resp. vä£²ina) by mal obsahova´ väzobné miesto h©ada-ného TF.
• Získame ih pomou ChIP,prípadne z miroarray dát vezmeme sekveniu okolo za£iatku nieko©kýh ko-regulovanýh génov
• Cheme nájs´ £o naj²pei�kej²í motív, ktorý sa vyskytuje v £o najvia vstupnýh sekveniáh.
• R�zne sp�soby ako sformulova´ ako presný bioinformatiký problém,vä£²ina NP-´aºkáv praxi exponeniálne algoritmy, heuristikyPríklad formuláie problému h©adania motívovConsensus Pattern ProblemVstup: d¨ºka motívu L, re´aze (sekvenie) S1, S2, . . . , SkVýstup: motív (re´aze) S d¨ºky La výskyt motívu v kaºdom Si (re´aze si d¨ºky L)také, ºe elkový po£et nezh�d medzi S a si je najmen²í moºnýPríklad:Vstup: CAAACAT, AGTAGC, TAACCA, TCTCCTC, L = 4Výstup: motív TAACvýskyty a nezhody AAAC 1, TAGC 1, TAAC 0, TCTC 2elkový po£et nezh�d 4
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Zhrnutie
• Väzobné motívy m�ºeme reprezentova´ r�znym sp�sobom (re´aze, regulárny výraz, skórovaia matia)
• Tieto motívy nie sú dos´ ²pei�ké, preto sa ´aºko rozpoznávajú ih výskyty v genóme
• H©adanie novýh motívoh v experimentálne nájdenýh sekveniáh13 RNAÚvod do základnýh tehník moºno nájs´ v kapitoláh 9 a 10 knihy [Durbin et al., 1998℄.Vlastnosti RNAAko sa lí²i od DNA?
• obsahuje ribózu namiesto deoxyribózy
• obsahuje urail namiesto tymínu (bázy A,C,G,U)
• jednovláknové re´aze, zvy£ajne krat²ie
• zloºitá sekundárna ²truktúra: spárované komplementárne úseky
• okrem párov A-U, C-G aj nekanoniké páry (napr. G-U)
• r�zne funkie v bunke: entrálna úloha pri expresii génov (mediátorová, transferová, ribozómová RNA),reguláia expresie, katalytiké funkie, prenos genetikej informáie pre RNA vírusy�truktúra RNAPríklad: transferová RNA (transfer RNA)Sekundárna ²truktúra(seondarystruture):páry nukleotidov Teriárna ²truktúra(tertiarystruture):3D súradnie

Sekundárna ²truktúra RNAPrvky sekundárnej ²truktúry
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V tomto prípade spárované bázy tvoria dobre uzátvorkovaný výraz:((((((((((.....((( ).)).(( ))...)))))))))).UGCCUGGCGGCCGUAGCG...UAGCGCC...GGGAACUGCCAGGCAUt.j. ak máme páry medzi pozíiami i a j a i′ a j′ a i < i′, tak bu¤ i < i′ < j′ < j alebo i < j < i′ < j′.Pseudouzol: výnimka z dobrého uzátvorkovania
Mnohé algoritmy na práu so sekundárnou ²truktúrou ignorujú pseudouzly.Zhruba 1.4% RNA nukleoti-dovýh párov v pseudouzloh.Problém: RNA seondary struture preditionVstup: RNA sekveniaCie©: nájs´ spárované bázyVe©mi zjednodu²ená formuláia: nájdi dobre uzátvorkované spárovanie s najvä£²ím po£tom komplemen-tárnyh párov A-U, C-G. [Nussinov1978℄Príklad: ((.(((()))(((.))))))GAACACAUGUAAAAUUUGUCMoºno rie²i´ dynamikým programovaním: [Nussinov et al., 1978℄Majme RNA X1, . . . , Xn.Spo£ítajme rie²enie pre kaºdý podre´aze Xi, Xi+1, . . . , Xj (1 ≤ i ≤ j ≤ n).Neh

A[i, j] je maximálny po£et párov v tomto podre´azi.Príklad: A[1, 3] = 0 (ºiaden pár v GAA),
A[1, 4] = 1 (v GAAC pár G-C)Rekurenia:Podre´aze d¨ºky 1: ºiadne páry A[i, i] = 0Dlh²ie podre´aze: 3 prípady� Xi a Xj sú pár: A[i, j] = A[i+ 1, j − 1] + 1� Xi je nespárované: A[i, j] = A[i + 1, j]� Xi je pár s Xk pre i < k < j: A[i, j] = A[i, k] +A[k + 1, j]
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A[i, j] = max







A[i+ 1, j − 1] + c(Xi, Xj),
A[i+ 1, j],
maxk{A[i, k] +A[k + 1, j]}
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C GZloºitos´: O(n3)£as, O(n2) pamä´Minimum free energy (MFE) foldingRealistikej²ia formuláia problému ur£ovania sek. ²truktúry RNA.Predpoklad: molekula v rovnováºnom staves minimálnou Gibbsovou vo©nou energiou (Gibbs free energy).Energie pre niektoré sekvenie experimentálnezmerané.Nearest neighbor model: sada parametrov, energie pre dvojie susednýh párov v stemoh, d¨ºkyslu£iek (loops) at¤.Odvedené z nameranýh dát. (pomerne nové parametre pozri [Mathews et al., 2004℄)Príklad: Y: A C G U5' CX 3' ----------------------3' GY 5' X:A | . . . -2.1C | . . -3.3 .G | . -2.4 . -1.4U | -2.1 . -2.1 .�truktúra s minimálnou energiu sa dá nájs´ podobným (ale zloºitej²ím) dyn. programovaním [Zuker and Stiegler, 1981℄.Existuje nieko©ko implementáií napr. RNAstruture [Mathews et al., 2004℄, Vienna RNA pakage/webserver[Hofaker, 2003℄, mfold pakage/webserver [Zuker, 2003℄.Algoritmy dovo©ujúe pseudouzlyVo v²eobenosti NP-´aºký problém [Lyngso and Pedersen, 2000℄. Pomalé dyn. programovanie O(n4) � O(n6)nájde niektoré typy pseudouzlov [Rivas and Eddy, 1999℄. Tieº m�ºeme pouºi´ heuristiky [Ren et al., 2005℄(opakované vytváranie silnýh stemov).Pravdepodobnostné modely na predikiu ²truktúryHMM nevhodné: závislosti medzi vzdialenými spárovanými bázami.67



Stohastiká bezkontextová gramatika,stohasti ontext free grammar (SCFG): neterminály (ve©ké písmená) podobné na stavy v HMM,terminály(malé písmená) reprezentujú nukleotidy.Pravidlá prepisujú neterminál na re´aze terminálov a neterminá-lov.Kaºdé pravidlo má pravdepodobnos´.Príklad: jeden neterminál, 14 pravidiel (ǫ =prázdny re´aze)
S → aSu|uSa|cSg|gSc|aS|cS|gS|uS|Sa|Sc|Sg|Su|SS|ǫV kaºdom kroku zvo© jeden (napr. naj©avej²í) neterminál,prepí² ho náhodne zvoleným pravidlom:

S → SS → aSuS → aSguS → acuSaguS → acugSaguS → acugaguS → acugaguSg→ acugagucSgg →
acugaguccSagg → acugaguccaSagg → acuguguccaagg
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C GBázy vygenerované v jednom kroku sú spárované.CYK dyn. prog. algoritmus nájde najpravdepodobnej²ieodvodenie pre danú RNA v £ase O(n3)Parametre moºno trénova´ zo známyh RNA ²truktúr, podobne akopri h©adaní génov.Gramatiky vs. minimalizáia energieVýhody gramatík: Parametre gramatík moºno automatiky trénova´, netreba náro£né experimenty.Gramatikysa dajú elegantne roz²íri´ na modely viaerýh sekvenií.Nevýhody gramatík: Nie je jednoduhé zostavi´ vhodnú gramatiku so zloºitou sadou parametrov.Nedosahujútakú presnos´ ako minimalizáia energie. [Dowell2004℄Conditional log-linear models: [Do2006℄ zov²eobenené SCFG, trénovanie maximalizuje podmienenúpravdepodobnos´ správnej odpovede (disriminative training).Dosahujú lep²iu presnos´ ako minimalizáiaenergie.Evolúia RNA sekvenií�asto vidíme koreláiu medzi mutáiami v spárovanýh bázah. Napr. pár C-G sa zmení na G-C alebo A-U,aby sa zahovala ²truktúra.Príklad: nieko©ko sekvenií z D ramena tRNA((((.............))))GCUCAGCC.CGGG...AGAGCGCCUAGCC.UGGUCA.AGGGCGUCUAGC...GGA...AGGAUGAGCAGUU.CGGU...AGCUCGUUCAAUC..GGU...AGAACKoreláie medzi spárovanými bázami zvy²ujú na²u d�veru v správnos´ ²truktúry.H©adanie spolo£nej ²truktúry pre viaero sekvenií

• Ak sú sekvenie dostato£ne podobné, m�ºeme ih zarovna´ a potom h©ada´ ²truktúru s ve©a korelova-nými pármi.Phylo-SCFG: namiesto jednotlivýh báz emituje st¨pe zarovnania pod©a fylogenetikého68



stromu.(Pfold [Knudsen and Hein, 2003℄, Evofold [Pedersen et al., 2006℄) Nespárované bázy emitujebeºnou substitu£nou matiou,spárované bázy substitu£nou matiou dvojí (16× 16).
• Ak sú sekvenie málo podobné, nevieme spo©ahlivo zarovna´, ²truktúra v²ak m�ºe by´ zahovaná.M�ºeme h©ada´ zarovnanie a ²truktúru sú£asne.Presný algoritmus pomalý: O(n3m) pre m sekvenií.[Sanko�, 1985℄Zrýhlenie r�znymi heuristikami: pred�ltrovanie, obmedzenie triedy sekundárnyh ²truktúr at¤.H©adanie novýh RNA génov v genóme
• H©adaj úseky DNA so stabilnou sekundárnou ²truktúrou(silnej²í signál, ak máme zarovanie viaerýh sekvenií).
• Výsledky treba normalizova´ vzh©adom na d¨ºku génu a GC%. Napr. RNAz [Washietl et al., 2005℄,Evofold [Pedersen et al., 2006℄.Problém: h©adanie známyh typov RNA génov v genóme
• Databáza Rfam: 1372 rodín podobnýh RNA génov [Gri�ths-Jones2005℄
• Pre kaºdú rodinu zarovnanie a pravdepodobnostný model
• Obdoba Pfamu pre rodiny proteínov
• Proteínové rodiny reprezentujeme pro�lmi, pro�lovými HMM
• Nevhodné pre RNA: závislosti medzi vzdialenými pozíiami
• Pouºívame kovarian£né modely (ovariane model, CM),£o je ²peiálny typ SCFGRfam: RNA families databaseCovariane model (CM): SCFG reprezentáia RNA rodiny.Zostavíme pod©a zarovnania + známej²truktúry.
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S → B1 P1 → aP2u P4 → cP5g
B1 → P1P4 P2 → cP3g P5 → gL2c

P3 → uL1a L2 → aL3

L1 → gE1 L4 → aE2

E1 → ǫ E2 → ǫ
S =start, Ei =end

Pi =pár, Li =nespárovaná báza v©avo, Ri =nespárovaná báza vpravo.Toto je iba úryvok z gramatiky. Vskuto£nosti, kaºdý neterminál generuje r�zne bázy alebo páry s pravdepodobnos´ou pod©a st¨a zarovnania(napr. P1 → aP2u|uP2a|cP2g|cP2u). Tieº gramatika obsahuje ¤al²ie neterminály, ktoré modelujú indely.69



Pouºitie: h©adaj výskyty génu v DNA (loal alignment),nájdi ²truktúru nového génu z tej istej rodiny(global alignment).Dynamiké programovanie: £as O(MND + MbND2), kdeM = po£et neterminálov v gramatike,úmerný d¨ºke zarovnania,Mb = po£et bifurkáií v gramatike (zvy£ajne ove©a men²í ako M),N = d¨ºka DNAsekvenie,D = max. d¨ºka RNA génu v DNA (úmerná M).Zrýhlenie: nájdi s©ubné úseky podobné na sekvenie v RNA rodine (iba na základe podobnosti sekven-ií), aplikuj CM iba na ne.Problém: RNA seondary struture designDaná RNA sekundárna ²truktúra (párovanie).Nájdi sekveniu, pre ktorú je táto ²truktúra optimálna.Nie jeznámy efektívny algoritmus, heuristiky £asto nájdu sekveniu pomerne rýhlo.[Andronesu2004℄
−→

A
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A A
C GPouºitie: skúmanie moºnýh RNA ²truktúr, vývoj liekov (ribozymes, riboswithes), RNA pre laboratórnetehniky, RNA nano²truktúryRNA interferene, RNAiKrátke RNA (a 22nt), viaºu sa na 3' UTR a zniºujú expresiu génu.

[Matzke and Matzke, 2004℄Problém: miRNA gene �ndingProes tvorby funk£nej miRNA: primárny transkript → 70nt stem-loop → 21-23nt jednovláknováRNA lin-4Cie©: nájdi v²etky miRNA gény v genóme
• Existenia transkriptu: EST databázy, prípadne over experimentom
• RNA ²truktúra s dostato£ne dlhým stemom 70



• Zahovaná sekvenia v genomikýh zarovnaniah; loop menej zahovaný ako stem
• Motívy nájdené v okolí stemu v £asti génov[Lai2003,Ohler2004℄Over experimentom: akumuláia transkriptov v neprítomnosti Dieru. [Ambros2003℄Problém: miRNA target preditionNájdi miesta na 3' konoh génov, kde sa viaºu známe miRNA.

[Sethupathy2006℄
• (�iasto£ná) zhoda s miRNA génom (h©adanie podobností v sekveniáh)
• silná väzba s miRNA génom (výpo£et energie väzby)
• zahovaná sekvenia vo viaerýh genómoh (evolu£né modely, zarovnania)Na²li sa v²ak aj miesta, ktoré nie sú evolu£ne zahované,vynehanie tretej podmienky v²ak ve©mi zniºuje²pei�kos´.Problém: siRNA designRNAi sa vyuºíva laboratórne na umelé zníºenie expresie génu.Vstup: 3'UTR vybraného génu + databáza génov v organizmeCie©: Nájdi siRNA, ktorá má vhodné ²truktúrne vlastnosti(nie kaºdá sekvenia správne spoluprauje s RISCkomplexom),vyskytuje sa vo vybranom géne, nevyskytuje sa v inýh génoh.
• Výpo£ty ²truktúry a energií (napr. 5' konie by mal ma´ slab²iu energiu väzby ako 3' konie)
• Klasi�kátory kombinujúe r�zne ukazovatele do jedného skóre trénované na experimentálnyh dátah
• Sensitívne a rýhle vyh©adávanie krátkyh re´azov v databáze génov, dovo©uje 1-2 rozdielne bázyExistujú r�zne programy a webservery, napr. [Chalk et al., 2004℄.Zhrnutie
• Ur£ovanie sekundárnej ²truktúry RNA: minimalizáia energie pod©a nameranýh parametrov,alebopravdepodobnostné modely (stohastiké bezkontextové gramatiky).
• Spo©ahlivej²ie výsledky, ke¤ pouºijeme zarovnanie viaerýh sekvenií, ale niekedy je ´aºké správnezarovna´.
• Známe rodiny moºno reprezentova´ pomoou kovarian£nýh modelov a h©ada´ ¤al²ie výskyty.
• Vä£²ina problémov sa dá rie²i´ dynamikým programovaním, ktoré je pomerne pomalé a ignorujepseudouzly.
• �al²ie problémy: design RNA ²truktúr, miRNA gény71



14 Polymor�zmus genómov a diverzitaSNPy (Single Nuleotide Polymorphisms)
• Malá zmena na správnom miestev DNA sp�sobí ve©ké fenotypikézmeny
• SNP: jednobázová variabilita me-dzi jedinami (> 1% jedinov)
• Obvykle iba 2 formy: vä£²inová amen²inová alelaAko vznikajú SNPy - jednoduhý model

• Populáia N haploidnýh organizmov
• Jedna alela (forma A alebo a)
• Nová generáia vzniká �skopírovaním� náhodného rodi£a (random mating), bez vplyvu prirodzenéhovýberu (no seletion)
• Markovovský proes so stavmi #a ∈ {0, 1, . . . , N}

Pr(#at = j |#at−1 = i) =

(
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)j (
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• Stavy 0 a N sú pohlujúe; ºiadny iný pevný bodNáhodný genetiký drift
N = 200, #a0 = 10, 500 generáií
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• Mutáie spolu s náhodným genetikým driftom zavádzajú do populáie nové alely, ktoré po £ase bu¤zaniknú, alebo ovládnu populáiu (�xation). 72



• Rýhlos´ proesu je ovplyvnená efektami ako ²truktúra populáie alebo prirodzený výber (seletion).
• Popula£ná genetika:� Pravdepodobnostné modely pod vplyvom ¤al²íh efektov� Odhady parametrov na základe údajov o sú£asnej diverzite (frekvenií jednotlivýh men²inovýhalel a pod.)� Odpovede na otázky o histórii populáie (aká stará populáia, aká ve©ká populáia), úlohe jed-notlivýh SNPov (²kodlivé mutáie � deleterious, priaznivé mutáie � advantageous)Dobrý úvod do problematiky: [Hartl, 2000℄Stabilný polymor�zmus - výhody diverzityPozri tieº [Dawkins, 2004, p.151-155℄
• Farboslepos´ opí nového sveta (New World monkeys) [Surridge2003℄� niektoré jedine nevidia £ervenú £as´ spektra� niektoré jedine nevidia zelenú £as´ spektra

• Kosá£iková anémia (sikle ell anemia) [Pas-vol1978℄� Aa: normálna bunka + imunita vo£i ma-lárii� aa: po²kodené krvinkyPolymor�zmus v diploidnom genóme
• Dve kópie kaºdého hromozómu - z �otovskej� a z �materskej� strany
• ⇒ Dve kópie kaºdého SNPu:haplotyp: v²etko okrem SNPov vyneháme, 0: men²inová alela, 1: vä£²inová alelahaplotyp 1: 001100010110haplotyp 2: 001000011110--------------genotyp: 001200012110
• Problém: Resekvenovaním získame iba genotyp
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Od genotypov k haplotypom
• Jeden genotyp: príli² málo informáie
• Skupina genotypov: ih haplotypy vznikli z malého mnoºstva haplotypov (founding population) malýmpo£tom mutáií ⇒ po£et r�znyh haplotypov v populáii by mal by´ malý
• Haplotype inferene by pure parsimony (HIPP): Pre danú populáiu genotypov nájdite najmen²í po£ethaplotypov, z ktorýh je moºné posklada´ v²etky genotypy v populáiiPríklad:Genotypy: Rie²enie 1: Rie²enie 2:02120 (01110,00100) (01110,00100)22110 (00110,11110) (01110,10110)20120 (10110,00100) (10110,00100)------------ ------------5 haplotypov 3 haplotypyPrístupy k haplotypovaniu
• Heuristiké pravidlo: Clarkov algoritmus [Clark, 1990℄(heuristika pre HIPP)
• Pravdepodobnostné modely: PHASE [Stephens et al., 2001℄, Haplotyper [Niu et al., 2002℄
• Perfet phylogeny haplotyping [Gus�eld, 2002℄(pridanie ¤al²ieho predpokladu umoº¬uje efektívny al-goritmus)
• Celo£íselné programovanie [Gus�eld, 2003℄Rekombináia a Linkage Disequilibrium (LD)Závislosti medzi SNPmiUvaºujme dva SNPy P , Q. Ozna£me p = Pr(P = 0), q = Pr(Q = 0)Na rozdielnyh hromozómoh:
• Pravdepodobnosti výskytu jednotlivýh alel sú nezávislé
• Pr(PQ = 00) = pq, Pr(PQ = 11) = (1− p)(1 − q), at¤
• linkage equilibrium (LE)Na tom istom hromozóme:

P Q

• Málokedy mutáia na to istom mieste2x
• Kombináie nie sú úplne náhodné(jedna z kombináia nem�ºe nikdynasta´ ak horeuvedený predpokladplatí)
• Koreláie medzi SNPmi ⇒ linkagedisequilibrium (LD)Miera LD: (D = 0 ak dva SNPy sú v stave LE) D = Pr(PQ = 00)Pr(PQ = 11)− Pr(PQ = 01)Pr(PQ = 10)74



Rekombináia zniºuje LDAk predpokladáme uniformnúrekombináiu:
• �ím vzdialenej²ie SNPy,tým niº²ie LD
• £ím star²ie SNPy, tým niº-²ie LD
• �al²ie aspekty: ²truktúrapopuláie, prirodzený vý-ber, rekombina£né hots-potyLinkage disequilibrium v ©udskom genóme [The International HapMap Consortium, 2005℄

Enode región ENm014 (500kB, hr 7), 90 ©udí UtahAko detekova´ LD?[Brown1975℄
• Ve©kos´ D závisí od frekvenie jednotlivýh alel (p a q)
• Aby sme mohli porovnáva´ medzi r�znymi SNPmi, potrebujeme normalizáiu
• Uvaºujme nasledujúu veli£inu:

ρ =
D

√

p(1− p)q(1− q)

• Ak po£et haplotypov vo vzorke je n, takχ2 = ρ2n sa správa pod©a χ2(1) distribúie
⇒ ak χ2 > 3.841, P a Q sú v stave disekvilibria (P < 0.05)
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Príklad:
• 1000 jedinov s nasledujúimi haplotypmi:Q qP 474 611 0.543p 142 773 0.4580.308 0.692
• χ2 = 2000 (Pr(PQ) Pr(pq)−Pr(Pq) Pr(pQ))2

p(1−p)q(1−q) = 2000 0.06992

0.053 = 184.78M�ºeme vylú£i´ hypotézu, ºe P a Q sú v stave LE
• Ak by sa ²túdie bolo zú£astnilo iba 15 ú£astníkov (30 haplotypov) s podobnými výsledkami, nebolo bymoºné LE vylú£i´ (hodnota ρ2n by bola ²tatistiky bezvýznamná)Mapovanie asoiáií (Trait/Disease Assoiation Mapping)
• Znaky (a horoby) vzni-kajú kombináiou geneti-kýh a environmentálnyhvplyvov
• Cie©: Identi�kova´ gene-tiké vplyvy.� Ako fungujú horoby?� Aký je risk dedi£néhofaktoru horoby?� Vývoj novýh liekov,ih správne ielenieTestovanie asoiáie jedného SNPuPo£et haplotypov (hr15:44,228,468): [Sutter2007℄p�vodná odvodenáalela alela spolumalý pes (< 9 kg) 14 535 549ve©ký pes (> 31 kg) 339 38 377spolu 353 573Fisherov test: (Fisher's exat test) Testuje nezávislos´ premennýh reprezentovanýh riadkami a st¨pamikontingen£nej tabu©ky.V tomto prípade: P = 2.2× 10−16 (spo£ítané pomoou R)
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H©adanie asoiáií v elom genóme (Whole-Genome Assoiation San)
• V prípade ²túdie ve©kosti psov: WGAS identi�koval 84 kB región
• Pozíiu ¤alej treba spresni´ ¤al²ími experimentami
• Malé LD bloky ⇒ potreba ve©kého rozlí²enia SNPov
• Ve©ké LD bloky ⇒ príli² ve©ké výsledné regióny�truktúra populáie
• Doteraz sme predpokladali, ºe nová generáia vzniká náhodným párovaním (random mating)
• Vä£²ina organizmov sa vyvíja v subpopuláiáh, s obmedzeným prenosom genetikého materiálu medzisubpopuláiami
• Frekvenie toho istého SNPu v dvoh subpopuláiáh m�ºu by´ zna£ne odli²né
• ⇒ �falo²né� koreláie medzi SNPami (napr. aj medzi hromozómmi), ak praujeme s viaerými subpo-puláiami naraz
• ⇒ hybné výsledky pri LD a WGAS�truktúra ©udskej populáie[Rosenberg2002℄

• Program STRUCTURE [Prithard2000℄ rozdelí populáiu na K subpopuláií (farby)
• Kaºdý st¨pe je jedine z populáie
• Pomer farieb zodpovedá pomeru SNPov z kaºdej z K populáií77



Ako funguje STRUCTURE?
• Vstup: Vzorka haplotypov X , ktorú heme rozdeli´ do K subpopuláií
• De�nujeme stohastiký model s nasledujúimi premennými:� Pi,j - frekvenia SNPu j v subpopuláii i� Zi,j - priradenie subpopuláie SNPu j v haplotype i� Qi - aká £as´ SNPov v haplotype i patrí ku ktorej subpopuláii
• Model de�nuje Pr[X |P,Q,Z] a prior distribúie pre P,Q

• Výstup: E[Q |X ]Algoritmus Markov Chain Monte Carlo (MCMC)
• Premenné:� Pi,j - frekvenia SNPu j v populáii i� Zi,j - priradenie subpopuláie SNPu j v haplotype i� Qi - aká £as´ SNPov v haplotype i patrí ku ktorej populáii
• Za£ni s hodnotami P (0), Z(0), Q(0). V kaºdej ¤al²ej iteráii získame novú náhodnú vzorku:� Vyber náhodnú vzorku P (i), Q(i) z distribúie Pr(P,Q |X,Z(i−1))� Vyber náhodnú vzorku Z(i) z distribúie Pr(Z |X,P (i), Q(i))

• Pre vhodné m, c, priemer postupnosti
Q(m), Q(m+c), Q(m+2c), . . .konverguje k hodnote E[Q |X ]Zhrnutie

• SNPy (single nuleotide polymorphizms) priebeºne vznikajú a zanikajú v populáiáh
• Ih frekvenia ovplyvnená navy²e prirodzeným výberom
• Resekvenovaním diploidného organizmu získame genotyp, ktorý je potrebné výpo£tovými metódamirozloºi´ na haplotypy
• Bez rekombináie koreláia medzi SNPmi na tom istom hromozóme (linkage disequilibrium)
• Rekombináie vytvárajú v genóme LD bloky
• Prítomnos´ LD blokov moºno vyuºi´ na mapovanie asoiáií znakov (whole-genome assoiation map-ping)
• Pri LD analýzah treba bra´ do úvahy ²truktúru populáie, ktorú moºno odhadnú´ pomoou výpo£to-výh metód
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�al²ie typy polymor�zmov
• Jednobázové indely [Mills2006℄
• Mikrosatelity a minisatelity (jednodu-hé krátke opakujúe sa sekvenie)13 lokusov ako ²tandarný �odtla£ok�pre porovnávanie DNA vzoriek na sú-doh v USA
• Transpozóny (Alu, LINE, SINE)
• Ve©ké úseky s variabilnou multipliitou (Large sale opy number variations)Napr. pozri [Shao et al., 2007℄Literatúra[Allen and Salzberg, 2005℄ Allen, J. E. and Salzberg, S. L. (2005). JIGSAW: integration of multiple souresof evidene for gene predition. Bioinformatis, 21(18):3596�3603.[Altshul et al., 1990℄ Altshul, S. F., Gish, W., Miller, W., Myers, E. W., and Lipman, D. J. (1990). Basiloal alignment searh tool. Journal of Moleular Biology, 215(3):403�410.[Altshul et al., 1997℄ Altshul, S. F., Madden, T. L., Sha�er, A. A., an d Z. Zhang, J. Z., Miller, W., andLipman, D. J. (1997). Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database se arhprograms. Nulei Aids Researh, 25(17):3389�3392.[Blanhette et al., 2004℄ Blanhette, M., Kent, W. J., Riemer, C., Elnitski, L., Smit, A. F. A., Roskin, K. M.,Baertsh, R., Rosenbloom, K., Clawson, H., Green, E. D., Haussler, D., and Miller, W. (2004). Aligningmultiple genomi sequenes with the threaded blokset aligner. Genome researh, 14(4):708�715.[Brejová et al., 2005℄ Brejová, B., Brown, D. G., Li, M., and Vina°, T. (2005). ExonHunter: A omprehensiveapproah to gene �nding. Bioinformatis, 21(Suppl 1):i57�i65. Proeedings of the 15th InternationalConferene on Inteligent Systems for Moleular Biology (ISMB 2005).[Burge and Karlin, 1997℄ Burge, C. B. and Karlin, S. (1997). Predition of omplete gene strutures inhuman genomi DNA. Journal of Moleular Biology, 268(1):78�94.[Chalk et al., 2004℄ Chalk, A. M., Wahlestedt, C., and Sonnhammer, E. L. L. (2004). Improved and automa-ted predition of e�etive siRNA. Biohemial and biophysial researh ommuniations, 319(1):264�264.[Clark, 1990℄ Clark, A. G. (1990). Inferene of haplotypes from PCR-ampli�ed samples of diploid populati-ons. Moleular biology and evolution, 7(2):111�112.[Cooper and Hausman, 2004℄ Cooper, G. M. and Hausman, R. E. (2004). The Cell: A Moleular Approah,3rd ed. Sinauer.[Dawkins, 2004℄ Dawkins, R. (2004). The anestor's tale.[DeCaprio et al., 2007℄ DeCaprio, D., Vinson, J. P., Pearson, M. D., Montgomery, P., Doherty, M., and Gala-gan, J. E. (2007). Conrad: gene predition using onditional random �elds. Genome researh, 17(9):1389�1398.[Delher et al., 1999℄ Delher, A. L., Harmon, D., Kasif, S., White, O., and Salzberg, S. L. (1999). Improvedmirobial gene identi�ation with GLIMMER. Nulei aids researh, 27(23):4636�4641.79



[Dembo et al., 1994℄ Dembo, A., Karlin, S., and Zeitouni, O. (1994). Limit distributions of maximal non-aligned two-sequene segmental sore. The Annals of Probability, 22:2022�2039.[Durbin et al., 1998℄ Durbin, R., Eddy, S., Krogh, A., and Mithison, G. (1998). Biologial sequene analysis:Probabilisti models of proteins and nulei aids. Cambridge University Press.[Edgar, 2004℄ Edgar, R. C. (2004). MUSCLE: a multiple sequene alignment method with redued time andspae omplexity. BMC bioinformatis, 5:113.[Felsenstein, 2004℄ Felsenstein, J. (2004). Inferring Phylogenies. Sinauer.[Goldman and Yang, 1994℄ Goldman, N. and Yang, Z. (1994). A odon-based model of nuleotide substitu-tion for protein-oding DNA sequenes. Moleular biology and evolution, 11(5):725�726.[Gross and Brent, 2006℄ Gross, S. S. and Brent, M. R. (2006). Using multiple alignments to improve genepredition. Journal of omputational biology : a journal of omputational moleular ell biology, 13(2):379�383.[Gross et al., 2007℄ Gross, S. S., Do, C. B., Sirota, M., and Batzoglou, S. (2007). CONTRAST: a disrimina-tive, phylogeny-free approah to multiple informant de novo gene predition. Genome biology, 8(12):R269.[Gus�eld, 2002℄ Gus�eld, D. (2002). Haplotyping as perfet phylogeny: oneptual framework and e�ientsolutions. In RECOMB '02: Proeedings of the sixth annual international onferene on Computationalbiology, pages 166�175, New York, NY, USA. ACM Press.[Gus�eld, 2003℄ Gus�eld, D. (2003). Haplotype Inferene by Pure Parsimony. In Combinatorial PatternMathing (CPM 2003), Leture Notes on Computer Siene, pages 144�155. Springer.[Hartl, 2000℄ Hartl, D. L. (2000). A primer of population genetis (3rd ed).[Hasegawa et al., 1985℄ Hasegawa, M., Kishino, H., and Yano, T. (1985). Dating of the human-ape splittingby a moleular lok of mitohondrial DNA. Journal of moleular evolution, 22(2):160�164.[Higgins et al., 1996℄ Higgins, D. G., Thompson, J. D., and Gibson, T. J. (1996). Using CLUSTAL formultiple sequene alignments. Methods in enzymology, 266:383�402.[Hofaker, 2003℄ Hofaker, I. L. (2003). Vienna RNA seondary struture server. Nulei aids researh,31(13):3429�3431.[Karlin and Altshul, 1990℄ Karlin, S. and Altshul, S. F. (1990). Methods for assessing the statistial sig-ni�ane of moleular sequene features by using general soring shemes. Pro Natl Aad Si U S A,87(6):2264�2268.[Kent, 2002℄ Kent, W. J. (2002). BLAT�the BLAST-like alignment tool. Genome Researh, 12(4):656�664.[Kent et al., 2003℄ Kent, W. J., Baertsh, R., Hinrihs, A., Miller, W., and Haussler, D. (2003). Evolution'sauldron: dupliation, deletion, and rearrangement in the mouse and human genomes. Proeedings of theNational Aademy of Sienes of the United States of Ameria, 100(20):11484�9.[Knudsen and Hein, 2003℄ Knudsen, B. and Hein, J. (2003). Pfold: RNA seondary struture preditionusing stohasti ontext-free grammars. Nulei aids researh, 31(13):3423�3428.[Korf et al., 2001℄ Korf, I., Fliek, P., Duan, D., and Brent, M. R. (2001). Integrating genomi homologyinto gene struture predition. Bioinformatis, 17(S1):S140�148. ISMB 2001.[Krogh, 1997℄ Krogh, A. (1997). Two methods for improving performane of an HMM and their appliationfor gene �nding. In Proeedings of the �fth International Conferene on Intelligent Systems for MoleularBiology (ISMB 1997), pages 179�186. 80
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