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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace se zabyva metodami predikce geni v prokaryotickych organismech.
V prvni ¢asti je popsana prokaryoticka bunka véetné genomu, exprese genetické informace
a rozdéleni metod pro predikci genti. Dale je zde uveden popis tfi vybranych softward,
které predikci provadéji. V praktické Casti je rozebrano testovani softwari a vyhodnoceni
jejich Gcinnosti na daném genomu. Nakonec je zde popsan vytvoreny program pro hledanf{
genll a jsou zde uvedeny vysledky jeho tcinnosti.

KLICOVA SLOVA

predikce gendi, prokaryota, gen

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with methods of gene prediction in prokaryotic genomes. First
part of the thesis introduces prokaryotic cell, its genome, expression of genetic infor-
mation and methods for gene prediction. Following part describes three software pro-
ducts for gene prediction. Chosen software was tested against specific genome and next
chapter presents obtained results. The last part describes program called Gene_ finder
and its results.
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UVOD

Tato bakalarské prace se zabyva metodami pro predikci genii. Pokud mame DNA
sekvenci, chceme u ni urc¢it oblasti, které jsou zodpovédné za vznik proteint, tedy
geny. K tomuto tcelu slouzi programy pro jejich vyhledavani.

Jelikoz v dnesni dobé neustalé nartista pocet osekvenovanych genomi, je potieba
mit vhodné néastroje pro jejich zpracovani. Z tohoto divodu dochézi k tvorbé novych
programi a ke zlepseni programu jiz vytvorenych, které jsou schopny v genomu najit
jednotlivé kodujici iseky a odlisit je od tseklt nekddujicich. Po spravné identifikaci
a nasledné anotaci mizeme urcit, k ¢emu jednotlivy gen slouzi, coz nam pomaha
v pochopeni funkce celého organismu.

Predikce u prokaryotickych organismi je o néco snazsi nez u organismi euka-
ryotickych, jelikoz prokaryota maji mensi genomy, jednodussi genovou strukturu,
neobsahuji introny a navic je u nich osekvenovany velky pocet genomt.

Cilem teoretické Casti této prace je seznamit ctenare s prokaryotickymi orga-
nismy, jejich genomem a expresi genové informace a poté ho poucit o metodach pre-
dikce a vybranych softwarech, kterymi jsou GeneMark.hmm, Glimmer a Prodigal.
Prvni dva zminéné programy pouzivaji pro predikci metody zalozené na Markovo-
vych modelech a treti uvedeny algoritmus vyuziva dynamické programovani.

V prvnim oddile praktické ¢asti je popsano testovani vyse uvedenych programi.
Je zde uvedeno, jak se ovladaji a jaké maji vystupy. Nasledné jsou programy vyhod-
noceny z hlediska jejich presnosti pti hledani gentt v genomu Escherichia coli.

Ve druhém oddile praktické ¢asti je predstaven vytvoreny program Gene_ finder,
ktery byl realizovan v prostiedi MATLAB R2015a. Jsou zde uvedeny jednotlivé
funkce, z kterych se algoritmus sklada, a u kazdé je strucné vysvétlen jeji princip.
Poté je program otestovan na péti vybranych genomech a vyhodnocen. Nakonec je

provedeno srovnani s volné dostupnymi softwary.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Prokaryoticka bunka

Prokaryotické bunky jsou evolucéné starsi, vznikly priblizné pred 3-3,5 miliardami let
a pozdéji se z nich vyvinuly bunky eukaryotické. Jejich velikost se pohybuje v de-
sitkach mikrometrii a maji rozmanity tvar. Neni u nich pfitomno jadro ani jadérko,
genetickd informace je nesena pouze jednim chromosomem, zvanym nukleoid, ktery
obsahuje 10°-10° bp a od zbytku buitky ho neoddéluje zadnad membréna. Jelikoz
tedy neexistuje jaderny obal, nenalezneme u nich ani endomembranovy systém. Or-
ganely v bunkach nachazime ojedinéle, v cytoplazmé muzeme nalézt ribozomy, které
jsou mensi nez u eukaryot. Bunka je chranéna bunécnou sténou, ktera je tvorena

peptidoglykanem. Mezi prokaryotni organismy radime bakterie a Archea. [I], [2]

Pouzdro
Bunécna sténa
Cytoplazmatickd membrana

Cytoplazma

Ribozomy

Bic¢ik
Nukleoid

Obr. 1.1: Prokaryoticka bunka, z [3].

1.2 Prokaryoticky genom

Pojmem genom oznacujeme soubor vsech molekul DNA v bunce. Genom u prokaryot
je tvoren chromozomem, ktery se sklada z jednoho dvouretézce DNA kruhovitého
tvaru a v jednom misté je pripojen na plazmatickou membranu bunky. Geny na chro-
mozomu jsou usporadany blizko vedle sebe s minimalnim mezigenovym prostorem
a nenalezneme zde introny.

Prokaryota mohou kromé jaderného chromozomu obsahovat i plazmidy, coz jsou
malé kruhové nebo linearni molekuly DNA v cytoplazmé. Plazmidy sice nejsou esen-

cialni pro zivot buiky, ale ¢asto obsahuji geny, které jsou pro builku velmi vyhodné,
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napiiklad zprostiedkovavaji resistenci vuci antibiotikum ¢&i produkei toxini. [4], [5]

1.3 Exprese genetické informace

Exprese genetické informace se sklada ze dvou casti: transkripce a translace. Nej-
prve dochézi k prepisu nukleotidovych sekvenci DNA podle templatového vldkna

do sekvenci RNA a poté k prekladu do posloupnosti aminokyselin.

1.3.1 Transkripce

Syntézu RNA podle matrice DNA katalyzuje enzym RNA polymeraza, ktery u pro-
karyot katalyzuje syntézu vSech druhtt RNA. Skladé se ze dvou a a dvou 8 podjedno-
tek a jedné podjednotky o, kterou oznacujeme jako sigma faktor a zprostredkovava
vazbu enzymu na promotorové sekvence DNA. Transkripce probiha po transkripc¢-
nich jednotach, coz jsou definované tiseky DNA, které se skladaji z promotoru, struk-
turnich genu a terminatoru. Prepis DNA probiha ve trech fazich: iniciace, elongace
a terminace.

Exprese za¢ina navazanim RNA polymerazy na promotor, coz je specificka sek-
vence DNA o délce asi 40 bp. Po navazani dochazi k rozpleteni dvousroubovice a
enzym zahajuje syntézu RNA prostrednictvim pridavanim nukleotidi. Po dosazeni
délky asi 9 nukleotidli se od polymerazy odstépi sigma faktor a polymeraza se posu-
nuje dale podél molekuly DNA a tim dochézi k prodluzovani vlakna RNA. Syntéza
probihd ve sméru od 5° konce ke 3° konci. Jakmile se syntetizujici enzym dostane
k terminatoru, polymeraza uvolni jak mRNA, tak DNA, a tim dojde k ukonceni

transkripce. [2]

1.3.2 Translace

Druhé c¢ast genové exprese spociva v prekladu mRNA do potfadi aminokyselin, jez
probihéd podle pravidel genetického kédu.

Iniciace translace za¢ind vytvorenim translanc¢niho komplexu, ktery je proveden
ve tfech krocich. Nejprve se t1i iniciaéni faktory (IF1-IF3) a GTP navdzou na mensi
ribosomalni podjednotku. Poté se na dalsi vazebna mista pripoji tRNA a mRNA a
nakonec se pripoji vétsi podjednotka ribozomu. Iniciaéni tRNA je navazana na P
misto ribozomu.

Nasledné dochazi k prikladani dalsich tRNA na ptislusné kodony mRNA a zac¢ina
se tvorit polypeptidovy Tetézec, ktery se prodluzuje, dokud neni nacten jeden ze tii
stop kodoni (UAG, UAA, UGA), ktery interaguje s uvoliiovacimi faktory a tim
dojde k ukonceni translace a oddéleni polypeptid od tRNA. [6]

12



mRNA

ribozom

rostouci
polypeptidicky
fetézec

Obr. 1.2: Exprese genetické informace u prokaryot, z [7].

1.4 Metody predikce genu

Pokud chceme pochopit genomy jednotlivych organismi, je nezbytné, je identifikovat
a popsat, a tudiz je potreba nalézt program, ktery tento objem dat zpracuje a
jednotlivé geny spravné identifikuje a anotuje. Metody predikce muzeme obecné

rozdélit do dvou skupin: vnitini (ab initio) a vnéjsi (homology-based). [§]

1.4.1 Vyhledavani geni ab initio

Predikce ab initio patii mezi vnitini metody, coz znamena, ze zkouméa danou sek-
venci, kde hleda pritomnost signalii, mezi které patii promotory, start a stop kodony
a poté urci statistiky vyskytu kodont, které jsou typické pro dany organismus.
Nejjednodussi metoda predikce ab initio zkouma ORF (Open Reading Frame)
neboli oteviené ¢teci ramce, coz jsou dostatecné dlouhé tiseky DNA ohranic¢ené start
a stop kodonem, které kéduji polypeptidicky tetézec. U kazdé DNA muzeme na-
lézt téchto ramect Sest, tii na vedoucim vlakné a t¥i na vldkné komplementarnim.
Vétsinou pouze jeden ORF je pouzit pro translaci genti. Vyhodou prokaryotickych
organismt je, ze maji dlouha ORF a vétsinou nejdelsi obsahuje gen. Avsak neplati
to ve sto procentech pripadu, takze zde vznika problém mezi odlisenim kratkych a
dlouhych genti. Mezi dalsi komplikace patii prekryv ORF, ktery sice neni u proka-

ryot Casty, ale muze se vyskytnout. [§]
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Nejrozsitenéjsi algoritmy predikce ab initio jsou zalozeny na Markovovych mo-

delech a dynamickém programovani, kterym se budeme vénovat v dalsich ¢astech.

1.4.2 Metody zalozené na homologii

U homologniho vyhledavani identifikujeme geny pomoci srovnavanim s existujimi
proteinovymi sekvencemi. Vezmeme zkoumanou sekvenci, v knihovné sekvenci ji-
nych organismi hledame shodu, a pokud ji najdeme, miizeme sekvenci identifikovat.
Mezi metody, které jsou zalozené na hledani podobnosti, mizeme zaradit lokalni a
globélni zarovnani.

Vyhodou homologniho vyhledavani je snadnost a velmi vysoka presnost. Nicméné
na druhou stranu pro hledani je potireba velké mnozstvi externich dat, ve kterych
lze geny vyhledavat. Dalsi nevyhodou je, Ze spousta genti neni vyznamné homologni

k jiz zndmym gentum. [§]

1.5 Programy pro predikci genti

1.5.1 GeneMark.hmm

GeneMark.hmm patii do skupiny GeneMark, coz je rodina programu slouzici k pre-
dikci gent jiz od roku 1995. Samotny GeneMark.hmm byl vyvinut v roce 1998
za ucelem zlepsSeni predikce gent, a to diky presnému nalezeni hranice mezi nimi.
Vyuziva soustavu skrytych Markovovych modeli (HMM) a generalizovany Viterbiho
algoritmus k urceni nejpravdépodobnéjsi sekvence skrytych stavii zalozenych na celé
pozorované DNA sekvenci.

Pokud mame sekvenci S € {b, by, ..., b1}, kde b; odpovidd bazi T, C, G nebo A
a L je délka sekvence, muzeme pro ni vytvorit funkéni sekvenci A € {ay, aq, ...,ar},
kde kazdé a; muze nabyvat hodnoty 0, pokud nukleotid b; je soucasti nekddujici
oblasti nebo hodnoty 1, pokud je soucasti genu na vedoucim vldkné DNA nebo
hodnoty 2, pokud se gen nachazi na komplementarnim vlakné. Dojde ke spocitani
P(A|S) hodnoty a eventuélné se definuje funkéni sekvence A*, kterd popisuje nej-
pravdépodobnéjsi anotaci sekvence S. Vypocet P(A|S) je provadén pomoci skrytych
Markovovych modelu. [9]

Obecné je skryty Markoviiv model definovan jako pravdépodobnostni stavovy
model s koneénym poctem stavil, jenz na zakladé pravdépodobnosti prechazi mezi jed-
notlivymi stavy. Skryty se nazyva, protoze z venku nemiizeme urcit stav, ve kterém
se praveé nachazi, ziskdme pouze informaci o vystupu, ktery nastane s urcitou prav-
dépodobnosti. [10]
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Architektura skrytych Markovovych modelt, kterou vyuziva GeneMark.hmm, je

zobrazena na obr. [L.3]

| . . .o |
1 nekédujici stav délky n nukleotidd <

‘ reverzni stop kodon ‘vedouci start kodon ‘
stav reverzniho stav reverzniho stav vedouciho stav vedouciho
koduiiciho vlakna: koduiiciho vlakna: koduiiciho vlakna: koduiiciho vlakna:
typicky gen atypicky gen typicky gen atypicky gen
délky k nukleotidd délky k nukleotidd délky k nukleotidd délky k nukleotidd
4‘ reverzni start kodon‘ ‘ vedouci stop kodon }7

Obr. 1.3: Skryty Markoviiv model prokaryotické nukleotidové sekvence pouzivany v
GeneMark.hmm, z [9].

Pokud chceme najednou resit vedouci i komplementarni vldkno DNA, musime
definovat devét skrytych stavii, které koresponduji s funkénimi jednotkami bakterial-
niho genomu. Je potieba definovat typické geny, atypické geny, start a stop kodony a
nekédujicici oblasti a to jak pro vedouci, tak pro komplementarni vlakno. Nevyhodu
je, ze tento skryty Markoviv model nepocita s prekryvem gent.

Jednou z vlastnosti HMM je, ze kazdy kédujici i nekodujici skryty stav muze
generovat nukleotidovou sekvenci, pozorovanou sekvenci, délky skrytych stavi. Po-
zorovana sekvence DNA S € {by,bs,...,b} je generovana pomoci HMM, jak je
zobrazeno v obr. [1.3] paralelné s HMM ptechodem z jednoho skrytého stavu do dal-
stho. Trajektorie skrytého stavu A, jedna z mnoha variaci dovolenych cest, mize
byt struéné reprezentovana jako sekvence M skrytych stavi a; majici délku d;:
A = {(a1dy)(azds)...(aprdprr) }- Pro danou sekvenci pozorovanych stavi (nukleotidi)
S € {b1,bs,...,b} je optimélni trajektorie skrytych stavii A* definovana jako tra-
jektorie (funk¢ni sekvence) A s maximélni hodnotou podminéné pravdépodobnosti
P(A|S).

Pomoci Viterbiho algoritmu najdeme pro danou nukleotidovou sekvenci S maxi-
malné pravdépodobnou trajektorii A* mezi skrytymi stavy. Trajektorii A* mizeme
popsat nasledovné: A* = {(afd})(a3d;)...(a5,d3,)}. Tato trajektorie ma nejvyssi
pravdépodobnost vyskytu simultanné se sekvenci § ve srovnani se vSemi dalSimi
moznymi trajektoriemi.

V poslednim kroku programu je hleddno misto, kde se navazuje ribozom (RBS).

Toto hledani bylo zavedeno, jelikoz se ukazalo, ze Viterbiho algoritmus predikuje
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geny, které jsou soucasti prekryvu, kratsi nez ve skutecnosti jsou. Pro predikovany
gen je hleddno RBS v intervalu -19 az -4 nukleotid proti sméru kazdého alterna-
tivniho start kodonu, lezicitho mezi pozici start kodonu navrhovaného algoritmem
a pozici start kodonu nesenym nejdelsim ORF pro predikovany gen a dle skére je

vybran spravny zacatek translace. [9]

1.5.2 Glimmer

Glimmer neboli Gene Locator and Interpolated Markov ModelER je systém pro hle-
dani genu v mikrobialni DNA. Funguje na principu interpolovanych Markovovych
modeli, které vyuziva pro hledani kédujicich oblasti a jejich oddéleni od oblasti
nekdédujicich.

Glimmer byl vyvinut v institutu pro genomickych vyzkum v roce 1998. O rok
pozdéji byla vydana druhé verze oznacend jako Glimmer 2.0 a v roce 2007 byla
vydana treti verze. V soucasné dobé je nejnovéjsi Glimmer 3.02, ktery je pristupny
na webovych strankach NCBI.

Glimmer 1.0

Prvni verze programu pouziva pro hledani koédujicich oblasti interpolované Marko-
vovy modely (IMM). Nejprve dojde k vytvori IMM pro vsech Sest ¢tecich ramet,
které jsou poté vyuzity pro ohodnoceni celych ORF. Pokud se dva ¢teci ramce s vy-
sokym skérem prekryvaji, prekryv je skérovan samostatné a dojde k urceni, kde
pravdépodobné lezi gen.

Abychom mohli definovat IMM, musime nejdfive objasnit, co je Markovuv Te-
tézec. 1. Tad Markovova Tetézce muzeme popsat nasledovné: pokud mame sekvenci
Xy, Xo, ... X;, kde i je pozice v sekvenci a X € {A,C, G, T}, pricemz pravdépodob-
nost, ze X; bude obsahovat néjakou bazi, zavisi pouze na bazi X; ;. U k-tého radu
pravdépodobnost, ze X; bude obsahovat néjakou bazi, zavisi na k predchozich bazi.
Pro hledani genti pomoci fetézce musime vytvorit 7 submodelti, 6 pro kazdy cteci
ramec a 1 pro nekodujici sekvence, kde kazdy provadi predikce pro baze ve vsech
tfech pozicich v kodonu a poté pomoci modelti ohodnoti kazdé ORF a vybere mo-
del s nejvyssim skorem. Pokud model korespondujici se spravnou kdédovaci oblasti
ve spravném ramci ma nejvyssi skére, miize byt oznacen jako gen.

IMM vyuzivaji kombinaci pravdépodobnosti z 0, 1, 2...k predchozich bazi, kde k
ma hodnotu 8. Tudiz pro oligomery vyskytujici se ¢asto, mize byt pouzit 8. Fad,
zatimco pro oligomery méné casté se vyuzije nizsi rad. Dojde ke spocitani prav-
dépodobnosti pro 0 az 8 prechozich bazi a poté jsou spocitany vahy pro pouziti v
kombinaci s predikei jinych fddu modelu. Glimmer ohodnoti novou sekvenci spo-

¢itanim pravdépodobnosti, ze model M vytvoril sekvenci S. Pravdépodobnost je
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spocitana jako:
P(S|M) =Y IMM;(S,), (1.1)
=1
kde S, je oligomer konéici na pozici z a n je délka sekvence. Skére pro I M Mg(S,),

coz znaci 8.1ad interpolovaného Markovova modelu spoc¢itame jako:
ITMMy(Sg) = Me(Sz—1) - Pe(Sz) + [1 — Me(Sz—1)] - IMMy_+1(S,), (1.2)

kde Ag(S;—1) je ¢iselnd vaha k-meru, ktery kon¢i na pozici z-1 v sekvenci S a Py (.S;)
je odhad ziskany z trénovacich dat pravdépodobnosti baze lokalizované na z v k-
tém radu modelu. Z toho plyne, ze 8.74d IMM skoére oligomeru je linedrni kombinaci
predikeci vytvorenych vsemi 8 tady.

7 trénovaci mnoziny genu jsou stanoveny frekvence vyskytu pro vsechny pod-
retézcové vzory délky 1 az k+1 pro kazdy cteci rdmec. Pro jeden Cteci ramec f(S)
oznacuje frekvence vyskytu v sekvenci S' = s;18s...s,. Z téchto frekvenci dostaneme
pocatecni odhady pravdépobnosti béze s,, kterd je ddna kontextovym Tetézcem
Su—iy Sp—itls - - s Sz—1, Oznacenym jako S,; (i bazi predeslych pozici x). Pravdépo-

dobnost baze s, danou i pfedchozimi bazemi spocitame jako:

ZbEacgt f(Sa?,i? b) ’

Pokud pocet vyskytl v fetézci S, ; v trénovacich datech presdhne specificky prah,

potom \;(S;) je nastaveno na 1 a pouzijeme tyto vzorky pravdépodobnosti. Pokud
ovsem v datech neni dostatek vyskytu k dostatecnému odhadu pravdépodobnosti
dalsi baze, k X hodnoté je pridano dodatecné kritérium. Pro dany kontextovy retézec
Sz délky i, srovname pozorované frekvence: (S, ;, a), £(S., ¢), £(Ss4, g) a (S, t)
s vypocitanymi IMM pravdépodobnostmi vyuzivajici dalsi kratsi kontext, IM M, 4
(Sei, @), IMM; 4 (Syi, ¢), IMM; 1 (Sy4, 8) a IMM;_y (S,;, t) a pomoci testu
dobré shody urcime, jak se 4 pozorované frekvence lisi od IMM hodnot. Pokud se
frekvence velmi lisi, je lepsi pro odhad béaze pouzit praveé tyto frekvence, tzn. dat jim
vyssi A hodnotu. Naopak, kdyz jsou frekvence shodné s IMM hodnotami, nabizeji
malou prediktivni hodnotu, a proto jim dame mensi A hodnotu. Tato A hodnota
nyni definuje pravdépodobnosti M M; (S,;,b) kde b € {a,c,g,t}.

Samotny Glimmer systém se skladd ze dvou programti. Prvni nazyvany ,build-
imm“ vytvori pro vstupni mnozinu sekvenci IMM, jak je popsano vyse a druhy
program, zvany glimmer, potom pouzije IMM k identifikaci domnélych gent v celém
genomu a to tak, ze nejprve identifikuje vSechny ORF delsi nez dany prah a ohodnoti
kazdé ve vSech ¢tecich ramcich. Vybrana ORF potom zkouméame pro prekryv. Kazda
prekryvajici se oblast je hodnocena zvlast a tato skore porovnavame, abychom zjistili,

ktery ramec dosahuje vyssiho skére. Obecné pokud se delsi ORF prekryva s kratsim
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a prekryvajici oblast ma vyssi skére ve ¢tecim ramci delstho ORF, tak kratsi je

zamitnuto. [11]

Glimmer 2.0

Druhé verze Glimmeru byla vydana v roce 1999 a oproti Glimmeru 1.0 ma lehce
vyssi sensitivitu a je mnohem lepsi v feSeni prekryvajich se genti. Jako zdklad pouziva
interpolovany kontextovy model.

Interpolovany kontextovy model je rozsitenim pro interpolované Markovovy mo-
dely. Pro dany kontext C' = bybs...b; délky k, muze ICM vybrat jakoukoliv bazi
v kontextu C (ne jenom ty, které sousedi s by, 1) k uréeni pravdépodobnosti by .
Jako kritérium k uréeni, kterou béazi z kontextu C vybrat, je pouzita tzv. spolecna
informace, ktera je mezi danym parem diskrétnich nahodnych proménnych X a Y
definovana jako:

P(x;) P(y;)

I(X;Y) = ZZP(%%)I%(W% (1.4)

kde X; a Yj jsou hodnoty vzaté nahodnou proménnou X, respektive Y a P(z;,
y;) je spolecna pravdépodobnost z; a y;.

Abychom mohli z trénovaci mnoziny T DNA sekvenci vytvorit ICM délky k, mu-
sime nejprve zacit zvazenim vsech oken (tj. oligomerti) délky k+1 , které se objevuji
v T. Nahodna proménna X; udava distribuci bazi v prvni pozici tohoto okna, X,
ve druhé pozici a tak dale az k X,;. Nasledné jsou spoéitdny vzajemné informacni
hodnoty I(X1;Xk11), I(Xo; Xk11), - .- I(Xk;Xky1) a poté je z nich vybrano maximum.
Pokud je maximum I(X;;Xj1), rozdélime nasi mnozinu oken do 4 podmnozin za-
lozenych na nukleotidu, ktery se v okné vyskytuje na pozici j.

Stejny postup je proveden znovu pro kazdou ze 4 mnozin oken. V kazdé mnoziné
je vybrana pozice, kterda ma nejvyssi spolecnou informaci s bazi na pozici k+1 a je
vyvolano dalsi déleni soucasné mnoziny oken ve 4 podmnoziny, protoze existuji 4
typy nukleotidi.

Timto postupem je vytvoren strom pozic pro kazdy kontextovy retézec. Tvoreni
stromu skon¢i, kdyz hloubka stromu dosdhne predurceného limitu nebo kdyz je
velikost mnoziny oken moc mala pro efektivni stanoveni pravdépodobnosti posledni
pozice baze.

Kazdy uzel ve stromu reprezentuje mnozinu oken, které poskytuji pravdépodob-
nosti rozlozeni pro kazdou bazi na vysledné pozici. Kofen stromu, jez reprezentuje
0. rad Markovova modelu, obsahuje vsechna mozna okna a dalsi uzly udavaji prav-
dépodobnost distribuce pro vyslednou pozici baze, ktera je podminénd mmnozinou

bézi, jez se vyskytuje na pozicich u cesty z uzlu ke korenu.

18



Interpolovaci mechanismus vyuzity v druhé verzi Glimmeru je stejny jako ten
v prvni. Jediny rozdil je, ze ICM interpolace probihéd jako interpolovani mezi dis-
tribucemi v rodicovském a dcefinném uzlu ve stromé, zatimco IMM interpolace je
vzdy mezi distribucemi ziskanych vyuzitim rtiznych ¢isel bazi na konci kontextového
okna.

Pokud se dva geny prekryvaji, oblast prekryvu je nejprve ohodnocena stejné
jako v predchézejici verzi programu, ale poté se systém pokusi posunout pozice
start kodont, jak je uvedeno nize. Posun startovaciho kodonu funguje nasledovné:
systém zkrati predikovany gen posunutim startu na dalsi dostupny start kodon.
Pokud nedojde k vyfeSeni prekryvu, posune se start kodon znovu a tento postup
pokracuje tak dlouho, dokud je vysledny gen delsi nez minimalni délka genu.

Pokud domnély gen A ma vyssi skore nez gen B, jsou zvazeny 4 ruzné orientace:

A 5! EJ‘

Obr. 1.4: Pripad prekryvu ¢. 1, z [12].

Na obr. je ilustrovan prvni pripad, kdy posun startu A nebo startu B prekryv
nevyresi. Takze pokud je A delsi nez B, potom B zamitneme jako gen. Jestlize A
neni delsi nez B, budou oba dva geny oznaceny jako geny s poznamkou, ze zde byl

nalezen nejasny prekryv.

5! 3."

3!

Obr. 1.5: Pripad prekryvu ¢. 2, z [12].

Druhy pfipad je uveden na obr. [I.5] V tomto ptipadé lze prekryv vytesit jediné
posunutim genu B, tudiz pokud s nim muze pohnout, tak to udélame. Pokud ne a B
je znatelné kratsi nez A, potom je B zamitnuto. Jinak jsou oba geny oznaceny jako

geny s poznamkou znacici prekryv.
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Obr. 1.6: Pripad prekryvu ¢. 3, z [12].

Ve tfetim piipadé, jak vidime na obr. [I.6], mize byt prekryv vyfesen pouze
posunem startu A. Jelikoz A ma vyssi skore, zkusime ho posunout. Posun provadime
do té doby, dokud je prekryv relativné malou frakci délky A. Pokud prizpusobeni A

neni uspésné, B je zamitnuto.

Obr. 1.7: Pripad prekryvu ¢. 4, z [12].

V poslednim piipadé (obr. [1.7]) 1ze posunout oba starty. Nejprve posouvame start
B, dokud oblast prekryvu nemé vétsi skore pro gen B. Nésledné posouvame start A,
dokud nebude mit vétsi skére a poté opakujeme posun genu B, atd., dokud miizeme

posun provadét nebo dokud neni odstranén prekryv. [12]

Glimmer 3.0

Treti a zatim posledni dostupna verze byla vypusténa v roce 2007. Dle autort je sni-
zena mira falesné pozitivnich predikei, je spravné predikovan vétsi pocet startovacich
mist a stale je zachovana vysoka mira spravné pozitivnich predikci.

Autori se v této verzi zabyvali problematikou separace a identifikace DNA hos-
titele a jeho symbionta. Proto vyvinuli novy algoritmus, ve kterém se IMM uvnitr
Glimmeru uci zvlast na hostiteli a endosymbiontovi a poté se proméni ve tridici

program, ktery je schopen tyto dvé sekvence oddélit. [13]

20



1.5.3 Prodigal

Prodigal neboli Prokaryotic Dynamic Programming Genefinding Algorithm je pro-
gram pro vyhledavani genti, ktery byl vyvinut v roce 2007, avSak publikovan byl az
o tTi roky pozdéji.

Program zacina projitim celé vstupni sekvence a v kazdém otevieném ctecim
ramci spoc¢ita pocet bazi guaninu a cytosinu pro kazdou kodonovou pozici, z kterého
uréi bias skére, pomoci kterého je vytvoreno predbézné kédovaci skore pro kazdy
gen v genomu. Skére S pro dany gen zacinajici na pozici nl a koncici na pozici n2

je dano vzorcem:

3
S(nl.n2) => B(i (1.5)
=3

kde B(i) je bias skore pro pozici v kodonu ¢ a [ je pocet bazi v genu. Timto skérem
je ohodnoceny kazdy start-stop par, ktery je delsi nez 90 bp. Pii dynamickém pro-
gramovani je kazdy uzel v matici bud start nebo stop kodon. Spojeni startu k jeho
odpovidajicimu stopu reprezentuje gen, s ohledem na to, ze spojeni 3’ konce k no-
vému 5 konci reprezentuje mezigenovy prostor. Jelikoz dynamické programovani
nemuze jit zpétné, protoze castecné reseni daného bodu, musi byt soucasti vysled-
ného teseni, je potfeba urcit pravidla pro prekryvajici se geny. Prodigal ohodnoti
prekryvajici se geny pro vSechny tii rdmce pro kazdy 3’ konec v genomu a vytvori
novy typ spojeni z 3’ konce jednoho genu k 3’ konci druhého genu na stejném vlakneé.
Mezi dvémi geny na stejném vlakné je povolen maximalni prekryv 60 bp a pro opacné
vlakno 200 bp mezi 3’ koncemi genu a pro 5’ konce genu prekryvy povoleny nejsou.

Po skonceni predbézného algoritmu dynamického programovani, dojde k vyhod-
noceni domnélych genii a vytvoreni vice diikladného kodovaciho skore. Na sekvenci
je pohlizeno jako na Tadu slov délky 6, tedy hexamery. Frekvence hexameru uvnitt
ramce mohou slouzit k rozdéleni kédujicich regiont od téch nekédujicich. Prodigal

pocita skoére pro hexamer, tedy slovo w jako:

Clw) = log(G(w)/B(w)), (1.6)

kde C je koédovaci skére, G je procentualni vyskyt daného slova v nasi trénovaci
mnoziné a B je procentualni vyskyt daného slova v celé sekvenci. Finalni kodovaci

skoére pro gen zacinajici na pozici nl a koncici na n2 muze byt zapsano jako:

S(nl..n2) Z C(w (1.7)

1=nl
kde S je suma kodovacich skér (C) pro hexamery uvnitt ramce (mnozina slov w).

Toto kdédovaci skére je poté poupravené podle toho, co lezi proti sméru vybraného
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startu, aby se zamezilo vybéru zkracené verze genu, kdyz muze byt vybrana delsi
verze toho samého genu s vyssim skorem.

Ze vsech startovacich uzlt je ziskano pozadi ATG, GTG a TTG frekvenci a téz je
vytvoreno pozadi RBS motivi zaloZenych na Shine-Dalgarno (SD) sekvenci, coz je
kratky tsek lezici pred inicia¢nim kodonem.

Pro RBS motivy je pouzivan koncept kost’. Kazdy kos koresponduje urcité sadé
RBS motivii a vzdalenosti mezi motivem a iniciacnim kodonem translace. Tyto kose
byly urcené z sady dat z GenBanku.

Na zacatku, pokud jsou dva motivy nalezeny proti sméru od startovaciho mista,
ma ten, ktery spada do vice pocetného kose prednost nez ten, spadajici do kose méné
pocetného. Prodigal zkoumda vychozi kédovaci vrcholy, coz jsou nejvice skorujici
start-stop pary pro dany stop kodon v kazdém ORF, které maji skore vyssi nez dany
prah. Z téchto kédovacich vrcholi postavi log-pravdépodobnostni model podobny

kédujicimu skére, popsany nasledovneé:

S(n) = log(R(n)/B(n)), (1.8)

kde S je skére, R je pozorované procento daného typu v nasi trénovaci mnoziné a B
je procento vyskytu v pozadi. Tato metoda je pouzivana pro pouziti start kodonu
stejné jako pro kos SD motivu. Skére jsou sectend dohromady a vynasobena kon-
stantou a poté pridana do kédovaciho skére. Prodigal projde skrz kazdy start-stop
uzel a provede tento vypocet a modifikaci, coz vede k novému nastaveni vrcholi
pro mnozinu trénovacich ORFs.

Jakmile je urcena novd mmnozina vrcholt, Prodigal rekonstruuje pozadi pro oba
SD motivy a pro pouziti start kodonu. V této iteraci a v té nésledujici uz dale
nepredpoklada, ze vyssi ocislovany kos je lepsi pro RBS motivy a misto toho spo-
léha na log-pravdépodobnost vypocitanou v predchozi iteraci k nalezeni nejlepsiho
motivu pro dany start. Prodigal provadi nékolik iteraci tohoto procesu a dokud se
vrcholy pohybuji vyznamné, tak s nimi pohybuje. Kdyz se vrcholy dale nepohybuji,
urci findlni mnozinu vah zalozenych na statistice ziskané z finalni mnoziny domneé-
Iych pravych start kodonti.

Vysledny vysledek je mnozina log-pravdépodobnostnich vah pro ATG/GTG/TTG
a pro kazdy RBS kos.

Pokud se ukaze, ze organismus nepouziva SD motiv, Prodigal prohleda vsechny
alternativni motivy a potom provede iterativni algoritmus stejny jako je uveden
vyse. Kose v tomto pripadé koresponduji kazdému slovu délky 3-6 bp.

Nakonec vytvorime dalsi skérovaci systém, abychom ziskali informace o regio-

nech, které jiz nejsou hodnoceny pomoci RBS skore, tzn. pro nékolik bazi proti sméru
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inicia¢niho mista translace. Tento systém postavi matici vahovanych pozic pro celou
oblast.

Jakmile je vytvoreno skore vah pro vsechny typy startovacich kodont, pro RBS
motivy a pro vzdalenosti mezi motivy a inicia¢nim mistem translace, potom je ohod-
nocen kazdy start a to v celé sekvenci. Findlni skore pro startovaci uzel je vyjadreno

jako:

S(n) =4,25%(R(n)+T(n)+ 0,4+« U(n)) + C(n), (1.9)

kde S je vysledné skore, R je RBS motiv skére, T je skére pro dany typ startu, U je
skére pro oblasti, které nebyly hodnoceny pomoci RBS skére a C je kédovaci skore.

Jakmile je vypocitané vysledné skore, DP probéhne podruhé a pro spojeni gent
pouziva jiz presnéjsi skore. Po probéhnuti dynamického programovani, program pro-
jde vysledné geny a odstrani ty, které maji zaporné skore a vysledkem je seznam

genovych koordinatu. [14]
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2 PRAKTICKA CAST

2.1 Testovani softwaru

V této Casti je popsano testovani softwarti, jez jsou uvedeny v kapitole 1.5, na proka-
ryotickém genomu Fscherichia coli O111:H- str. 11128 DNA. Tento genom byl vy-
bran, jelikoz na rozdil od mnoha ostatnich genomti v NCBI databézi, nebyl popsan
pomoci automatickych anotac¢nich programi. V nésledujicich kapitolach je nejprve
popsano ovladani jednotlivych programii s ndhledem vystupnich dat a poté je jiz

vyhodnocena jejich uéinnost.

2.1.1 GeneMark.hmm

Program GeneMark.hmm je dostupny na webovych strankach http://exon.gatech|
edu/gmhmmp . cgi. Zde muzeme sekvenci, kterou chceme analyzovat, nahrat piimo
pomoci textového pole nebo nahrat ze souboru. V obou pripadech musi byt ve FASTA
forméatu. Dale volime ze seznamu organismt ten, ktery chceme analyzovat, coz pova-
zuji za nevyhodu programu, protoze pokud se nas organismus v seznamu nenalézd,
nelze ho analyzovat. V dalSim nastaveni lze zvolit vystupni format, dale, co vse
chceme, aby bylo soucasti vystupu a zda vysledky chceme poslat na e-mail.
Vystupem je webovd stranka, kterd je zobrazena na obr. 2.1} Zde najdeme FASTA

hlavicku a dale predikované geny, jejich zacatek, konec, délku, na jakém vldkné se
nachazeji a tiidu, kterd udava, zda se jedna o typicky nebo atypicky gen.

GeneMark.hmm PROKARYOTIC (Version 3.26)

Date: Sat May 14 07:06:11 2016

Sequence file name: seq.fna

Model file name:

/home/genemark/parameters/prokaryotic/Escherichia_coli_0111_H_ 11128/GeneMark

hmm_combined.mod

EBS: true
Model information: Escherichia_coli_0111 H_ 11128

FASTA definition line: gi|257762509|dbj|AP@109€e.1| Escherichia coli 0111:H-
str. 11128 DNA, complete genome
Predicted genes

Gene Strand LeftEnd RightEnd Gene Class
# Length
1 + <3 98 96 1
2 + 294 2798 2505 1
3 + 2800 3732 933 1
4 + 3733 5019 1287 1
5 + 5087 5236 15e 2
6 + 5233 5529 297 1
7 - 5683 6459 777 1

Obr. 2.1: Vystupni obrazovka programu GeneMark.hmm.
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2.1.2 Glimmer

Glimmer ve verzi 3.02 je pristupny na webovych strankach http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/genomes/MICROBES/glimmer 3.cgi. Zde opét muzeme pouzit k nahrani
sekvence textové pole nebo lze sekvenci nahrat ze souboru. Sekvence stejné jako
u predchéazejiciho softwaru musi byt ve formatu FASTA. Po nahrani vybereme, o jaky
geneticky kdd se jedna (Bacteria, Archea nebo Mycoplasma/Spiroplasma) a nakonec
zvolime topologii genomu (linedrni nebo kruhovou).

Vystup nalezneme na webové strance, kde se nachazi FASTA hlavicka sekvence,
déle ID ORF, porzice start a stop kodonu, ramec a skore, jak vidime na obr. 2.2
U indexti pro zacatky a konce genti si musime dat pozor, jelikoz na rozdil od ostatnich

programt, jsou u komplementarniho vldkna prohozené.

>gi|2577625609 | dbj|AP@10960.1| Escherichia coli
0111:H- str. 11128 DNA, complete genome

orfeeee2 336 2798 +3 11.00
orfeeee3 28060 3732 +1 10.94
orfeeees 3733 5019 +1 14.29
orfeeee7 5536 5309 -2 3.54
orfeeees 6459 5683 -1 13.05
orfeee1e 7959 6529 -1 9.24
orfeeell 8307 9191 +3 14.37
orfeeel2 9306 9893 +3 le.68

Obr. 2.2: Vystupni obrazovka programu Glimmer.

2.1.3 Prodigal

Program je dostupny na webovych strankach http://compbio.ornl.gov/prodigal/
server.html. Po otevieni stranky musime bud nacist sekvenci ve FASTA forméatu
ze souboru nebo zadat znaky ru¢né. Dale volime translac¢ni tabulka a to bud pro stan-
dardni bakterie/Archea nebo pro Mycoplasma/Spiroplasma. Z moznosti vybereme,
co chceme, aby bylo ve vystupu programu: pouze pozice genu, pozice genu s translaci
proteinu, pozice genu s detailnimi informacemi o startu nebo kombinaci vSech uve-
denych moznosti.

Vystupem programu je jako v predchozich programech webovd stranka, kterou
vidime na obr. 2.3] Nalezneme zde hlavicku sekvence ve FASTA forméatu, pozice

jednotlivych gentl a zda se nachazeji na vedoucim ¢i komplementarnim vlakné.
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Sequence: >qi|257762509|dbj|AP010960.1| Escherichia coli O111:H- str. 11128 DNA, complete
genome
Length: 5447895 characters

Your analysis has been dispatched to the server and should be done momentarily. Do not press
the back button or leave this page until the job is complete. The request ID for your job is
1463225314-15644.

Gene Coordinates:

DEFINITION »>gi|257762509|dbj|AP@10960.1| Escherichia coli 0111:H- str. 11128
DNA, complete genome

CcDhs 336..2798

cDs 2800..3732

cDs 3733..5019

cDS 5233..5529

CDS complement(5683..6459)
CDS complement(6529..7959)
CDS 8238..9191

CDS 9306..9893

DS complement (9928, .10494)
CDs complement(10643..11356)
CcDs complement(11382..11786)
cDS 12163..14879

cDS 14168..15283

CDS complement(15387..15596)
CDS 16125..17291

CDS 17357..18256

Obr. 2.3: Vystupni obrazovka programu Prodigal.

2.1.4 Shrnuti vysledkua

Uvedené programy byly testovany na kompletnim genomu Escherichia coli O111:H-
str. 11128 DNA, ktery byl ziskan z databaze NCBI. Organismus F.coli obsahuje
5264 anotovanych gent, pficemz v databazi jsou pro kazdy gen uvedeny indexy
zacatku a konce. Ziskané indexy jsme néasledné vyhledavali ve vysledcich programt
pro predikci. Pro hledéani pozic byla nastavena tolerance +3 baze, coz odpovida
jednomu kodonu. Vysledky predikce genti pro jednotlivé softwary jsou uvedeny v tab.
2.1 a v tab. 2.2l

Senzitivita programii byla spocitana jako pocet spravné identifikovanych genii
déleny poctem gentt uvedenych v databazi NCBI a specificita jako pocet spravné
identifikovanych gent déleny celkovym poctem nalezenych genii pro dany genom.
Nakonec byla urcena presnost jednotlivych programt jako soucet senzitivity a spe-
cificity déleny dvéma. Senzitivita, specificita i presnost byly nakonec vynasobeny
stem, aby vysledné hodnoty vysly v procentech. Vzorce pro vypocet byly prevzaty
z [15].

26



Tab. 2.1: Vysledky predikce u analyzovanych softwarii.

analyzovany software GeneMark.hmm Glimmer Prodigal
celkovy pocet nalezenych geni 5327 5504 5217
pocet spravné identifikovanych genti 4542 4386 4727
pocet spravné identifikovanych zacatkt 4841 4727 4904
pocet spravné identifikovanych konct 4820 4696 4919

Tab. 2.2: Uspésnost analyzovanych softwart.

analyzovany software | GeneMark.hmm Glimmer Prodigal
senzitivita [%] 86,28 83,32 89,80
specificita [%] 85,26 79,69 90,61
presnost [%] 85,77 81,51 90,21

7 celkového poctu 5264 genti, nalezly prvni dva zminéné programy vice genti, nez
ve skutecnosti genom obsahuje. Tato skutecnost muze byt dana tim, ze ne kazdy
start kodon musi automaticky znamenat start, ale mtze byt i uprostied genu a zde
kédovat aminokyselinu.

7 hlediska presnosti dosahl nejvyssi tspésnosti Prodigal, jehoz presnost vysla
90,21 % a poté GeneMark.hmm s 85,77 %. Presnost Glimmeru dosahla nejmensi
hodnoty a to 81,51 %.

2.2 Program Gene_ finder

Program Gene_ finder byl vytvoren v prosttedi MATLAB R2015a. Pii jeho tvorbé
byl vyuzit i Bioinformatics toolbox. Ukolem programu je nacist FASTA soubor, jez
obsahuje sekvenci prokaryotického organismu a v dané sekvenci najit jednotlivé geny.
Vysledkem je tabulka nalezenych zacatki, koncii a délky predikovanych genti a dale,
ve kterém ¢tecim ramci se nachézeji. Pokud geny lezi na vedoucim vlakné, je hodnota
¢tectho ramce kladnd, pokud lezi na komplementarnim vlakné, je hodnota zaporna.
Vystup programu je ukladan ve formatu ’results of gene finder.xls’. Nahled na
vystupni tabulku je zobrazen na obr. [2.4]

Samotny program se skladd z nékolika funkei, jejichz princip je teoreticky po-

psan v nasledujicich sekcich. Vyvojovy diagram navrzeného algoritmu je uveden

v priloze [A]
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A B C D

1 |gene_start gene_end reading_frame gene_length
2 337 2799 1 2463
3 2801 3733 2 933
4 3734 5020 2 1287
5 4501 4701 -1 201
7] 6139 6378 1 240
7 7360 7773 1 408
8 8238 9191 3 954
9 8451 8807 -3 357
10 9306 9893 3 588

Obr. 2.4: Vystup programu v Excelu.

2.2.1 Nacteni sekvence

V prvnim kroku dochézi k nacteni sekvence pomoci funkce readfasta, do které vstu-
puje nézev souboru s analyzovanou sekvenci ve formatu 'nazev.fasta’ Vystupem
funkce je samotna sekvence a jeji hlavicka.

Nésledné je pomoci funkce leading and_complement vytvoren reverzni kom-
plement sekvence, ktery je ulozen do jedné proménné spolec¢né s hlavni sekvenci.
Program Gene__ finder probih& nejprve pro vedouci vldkno a nasledné pro reverzni

komplement.

2.2.2 Hledani stop kodonti

Do funkce find_ends_in_ frame, ktera vyhledava stop kodony, vstupuje sekvence a
¢teci rdmec, ve kterém chceme hledat. Nejprve provedeme kontrolu, zda je zadén
spravny cteci ramec, tj. zda ramec nabyva hodnot 1, 2 nebo 3. Nasledné provedeme
samotné hledani stop kodonii. Zac¢indme od zacatku sekvence. Vzdy vezmeme triplet
bézi a porovname jej se zadanymi stop kodony (TAA, TAG, TGA). Pokud nalezneme
shodu, dojde k ulozeni pozice prvni baze stop kodonu. Hledani kodont kon¢i, kdyz
projdeme celou sekvenci. Zaroven je zde osSetien pripad, kdy bychom brali posledni
triplet, ktery by jiz nebyl uplny (chybéla by jedna nebo dvé baze).

Vystupem funkce je seznam pozic, které nalezi prvni bazi v nalezenych stop
kodonech.

2.2.3 Hledani start kodonu

V dalsim kroku programu provadime hledani start kodonti pomoci dvou funkei a to
find_gene with_start a find_gene_in_frame. Vstupem prvni funkce je sekvence,

start kodon a pozice dvou stop kodont, které jsou vedle sebe. Nejprve se provede
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kontrola, zda zadané start a stop kodony jsou opravdu start a stop kodony. Nasledné
se provadi jiz samotné vyhledavani start kodonu, které probiha od konce sekvence.
Vezmeme pozici posledniho a jemu predchazejiciho stop kodonu a mezi nimi pro-
vedeme vyhledavani start kodonu. Zde miize nastat nékolik moznosti, které jsou
rozebrany nize.

Pokud zadny start nenalezneme, presouvame se po vlakné dopredu, tudiz z pred-
chazejiciho stop kodonu se stane koncovy a poté hledame mezi nim a jemu predcha-
zejicim stopem.

Pokud nalezneme jeden start kodon, provedeme kontrolu, zda lezi ve stejném
ramci jako stop kodon. Pokud ne, pfesouvame se mezi dalsi dvojici stop kodont, ale
pokud ano, ulozime si pozici prvni baze start a posledni baze stop kodonu potenci-
onélniho genu.

Jestlize se mezi dvéma stop kodony nachazi vice moznych starti, provadime
kontrolu ramce od nejvzdalenéjsiho a pokud ji nesplnuje, pokracujeme dédle smérem
blize ke stop kodonu.

Timto zpusobem projdeme celé vlakno, pricemz kdyz se dostaneme k pozici prv-
niho stop kodonu, start hledime mezi nim a prvni bazi sekvence. Na vystupu funkce
tedy ziskame seznam pozic zacatkl a koncti potencionalnich genti.

Funkce find_gene_in_frame ma za vstupy sekvenci, pozice stop kodonti a ¢teci
ramec. Tato funkce vold funkci predchozi a zaroven provadi hledani startd pro
vSechny mozné start kodony. Nejprve se mezi dvémi stopy hleda start kodon ATG.
Pokud neni nalezen, probéhne hledani GTG a pokud se ani ten v daném tiseku nena-
chéazi, vyhleda se kodon TTG. Tato posloupnost neni nahodné, je zvolena tak, aby
odpovidala redlné situaci, kde nejcastéji vyskytujici se start kodon je pravée ATG,
poté GTG a nakonec TTG. Start kodonem mohou byt i triplety ATT a CTG, které
se ovsem vyskytuji velmi vzacné, a proto je ve vyhledavani neuvazujeme.

Na konci funkce dochazi k volani funkce gene length ok, kterda odstranuje ze
seznam potencionalnich genti ty, které jsou kratsi 200 bézi, jelikoz existuje pravde-

podobnost, ze delsi oteviené ¢teci ramce koduji skutecné geny.

2.2.4 Frekvence kodonu

Nésledné provedeme vypocet frekvence kodonu skrz funkci codon frequency map,
kam vstupuje sekvence a cteci rdmec. V kazdém c¢tecim ramci sekvence spocitame,
kolikrat se vyskytuje ktery kodon. Ziskany pocet vydélime poctem vsech kodont a
vynasobime tisicem, ¢im dosdhneme hodnoty vztazené na tisic kodonii. Vypoctené

frekvence pro jednotlivé kodony pouzijeme v nasledujicim kroku.
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2.2.5 Skérovani potencionalnich gent

Abychom mohli z potencionalnich gentt vybrat findlni geny, ohodnotime je pomoci
skérovaciho systému, k cemuz vyuzijeme funkci get scoring windows a gene__score.
Potencionalni geny prevedeme do textovych fetézcti pomoci funkce genes to_ string.
Abychom zabranili tomu, ze delsi geny budou mit nizsi skére nez kratsi geny, prova-
dime hodnoceni v okné. Okno pocitame pomoci prvni zminéné funkce, kam vstupuji
jednotlivé textové retézce. Délku okna jsme zvolili 48. Tato hodnota byla vybrana
tak, aby byla délitelna tfema a dvéma. Také z experimentalnich pokusii vychazeli
hodnoty nejlépe pro vyse zvolenou velikost. Okno se posouva o ptilku své délky. Po-
moci funkce vypocitame, kde okno zac¢ina a jak bude dlouhé. Pokud délka poklesne
pod 48, je jasné, ze jsme narazili na konec genu a dal jiz okno posouvat nebudeme.
Vystupem funkce je matice, kde v prvnim sloupci jsou hodnoty, kde okno zacina a
ve druhém jak bude dlouhé.

Poté jiz pristupujeme k samotnému skérovani pomoci druhé zminéné funkce.
Sem nam vstupuje textovy retézec, matice s okny a frekvencéni mapa. Postupné be-
reme jednotlivé kodony v ramci okna. Vezmeme prvni kodon, vyhleddme ho pomoci
frekvencni mapy a priradime k nému danou frekvenci. Posuneme se na dalsi kodon,
opét najdeme jeho frekvenci a vynasobime ji s predchézejici hodnotou. Takto po-
kracujeme do konce okna. Okno posuneme o polovinu jeho délky a znovu provadime
jednotlivé vypocty skor. Po projiti celého genu urc¢ime celkové skore a to tak, ze vez-
meme hodnoty pro jednotliva okna, kterd nejprve secteme a nasledné je vydélime

celkovym poctem oken pro dany gen.

2.2.6 Vybér finalnich geni

Pomoci funkce apply scoring provedeme vybér genii, které oznacime jako findlni.
Vstupuji ndm sem potenciondlni geny a jejich skore. Pokud je skore potencionalniho
genu vyssi, nez je prumérnd hodnota vsech skor, oznacime gen jako findlni. Pti tomto
zpusobu vybéru genti se geny mohou prekryvat v ramci ¢tecich ramei, coz odpovida

jejich skuteénému umisténi.

2.2.7 UlozZeni finalnich gent

Posledni funkci save as_table spojime vysledky pro vedouci a reverzni komplemen-
tarni vlakno dohromady a vysledek prevedeme do tabulky, kterou poté ulozime jako
results _of gene finder.xls’ Zaroven zde probiha prevedeni pozic genli na reverz-
nim komplementu, a to do takové podoby, aby mély vysledky stejnou strukturu,

jakou maji zminované programy.
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2.3 Testovani program Gene_ finder

Program pro vyhledavani genti v prokaryotickych organismech byl testovan celkem
na 5 genomech: Escherichia coli str. K-12 substr. MC4100, Escherichia coli strain
JEONG-1266, FEscherichia coli strain MREG600, Finegoldia magna ATCC 29328
DNA a Escherichia coli O111H-str.11128 DNA, na kterém byly testovany i programy
uvedené v predchozich kapitolach. Prvni ¢tyfi zminéné genomy byly anotovany au-
tomaticky, tudiz popis jednotlivych geni nemusi byt stoprocentné spravny. Vsechny
uvedené genomy jsou volné dostupné v databazi GenBank pod nésledujicimi pristu-
povymi ¢isly: HG738867.1, CP014314.1, CP014197.1, NC_010376.1, AP010960.1.
Jednotlivé genomy s poctem gent, které obsahuji a poctem geni, které nasel

testovany program, jsou uvedeny v tab. [2.3]

Tab. 2.3: Piehled testovanych genomii.

analyzovany genom pocet genti  pocet nalezenych gent
FEscherichia coli str. K-12 substr. MC4100 4026 4999
Escherichia coli strain JEONG-1266 5481 5896
Escherichia coli strain MRE600 4814 5429
Escherichia coli O111H-str.11128 DNA 5264 5886
Finegoldia magna ATCC 29328 DNA 1645 694

Vyhledévani bylo provadéno s toleranci £3, 30, £60, £90 bazi. Pro kazdy ge-
nom byly urceny nasledujici hodnoty: pocet celkem nalezenych genti, pocet spravné
nalezenych genti, pocet spravné nalezenych zacatkii a koncii genti, senzitivita, spe-
cificita a pfesnost. Na obr. 2.5 obr. [2.6] obr. a obr. jsou uvedeny grafy pro
specificitu, senzitivitu a presnost predikce pro jednotlivych genomy a to pro vsechny
tolerance. Kompletni ziskané vysledky jsou uvedeny v tab. a tab. [B.2

Nejlépe si program Gene_ finder vedl u genomu FEscherichia coli str. K-12 substr.
MC410, kde dosahl nejvyssi presnosti. Z celkového poctu 4026 genti nalezl celkem
4999, pricemz spravné identifikovanych jich bylo pri nejvyssi toleranci 2438 a pri
nejnizsi 2042. Presnost predikce se tedy v tomto pripadé pohybuje od 46 % do 55 %.

U genomu Fscherichia coli O111H-str.11128 DNA, na kterém byly testovany
predeslé zminéné programy, bylo identifikovano 5886 genii. Ve skutec¢nosti genom
obsahuje 5264 genti. Spravné urceno bylo pfi toleranci +3 baze 2468 gentu a pri +90
bazi 2938 genu. Vyslednd presnost se v tomto pripadé pohybuje o 2 % niZe nez v
predchézejicim pripadeé.

Nejhiire dopadlo testovani Escherichia coli strain MRE600. Program nalezl cel-
kem 5429 gent, z toho spravné identifikovanych pri nejnizsi toleranci bylo pouhych
2117 gent. Pfesnost zde dosdhla pouhych 41,5 %.

31



70

60

50

4

o

(%]

3

o

2|

o

1

o

70

60

50

(%]
w &
S S

)
o

=
o

0

Escherichia coli str.

K-12 substr. MC410 strain JEONG-1266

Escherichia coli

Escherichia coli
strain MREG00O

Escherichia coli
0111H-str. 11128
DNA

Obr. 2.5: Uspésnost predikce pro £3 baze.

Escherichia coli str.

K-12 substr. MC410 strain JEONG-1266

Escherichia coli

Escherichia coli
strain MRE600

Escherichia coli
0111H-str.11128
DNA

Obr. 2.6: Uspésnost predikce pro £30 bézi.
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Obr. 2.7: Uspésnost predikce pro £60 bézi.
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Obr. 2.8: Uspésnost predikce pro £90 bézi.
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7 uvedenych vysledkt je patrné, Zze program najde vétsi mnozstvi gent nez se
ve skutecnosti v genomu objevuje. To miize byt zapticenéno tim, ze pokud jsme
nenasli start kodon ATG, automaticky jsme zacali hledat alternativni start kodony
a neuvazovali jsme, ze by se mohlo jednat o nekddujici oblast. Dale z vysledkii
vidime, Ze nachézi spravné skoro stejny pocet zacatkitl a koncti geni. Ovsem tyto
hodnoty jsou nizsi nez je celkovy pocet genti v organismu, a proto by bylo zapotiebi
dosdhnout jejich zvyseni.

Tab. 2.4: Srovnani analyzovanych a vytvoreného softwaru.

analyzovany software | GeneMark.hmm Glimmer Prodigal Gene finder
piesnost [%] 85,77 81,51 90,21 4441

Jak vidime v tab. 2.4] za pomoci zdkladniho ndmi vytvoreného programu lze
dosédhnout 40 - 50 % uspésnosti, z ¢ehoz ve srovnani s ostatnimi plyne, Ze pro
lepsi vysledky je potfeba vyuzit mnohem pokrocilejsich algoritmii a metod, které
presahuji obsah této prace.
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3 ZAVER

Naplni této bakalarské prace jsou metody pro vyhledavani genii v prokaryoticky
organismech s popisem tii volné dostupnych softwart, které predikci provadéji a
dale vytvoreni vlastniho programu pro hledani gentt v genomech.

V prvni poloviné teoretické ¢asti prace jsou popsany prokaryotické organismy se
zamérenim na jejich genom a pritbéh exprese genetické informace.

Ve druhé poloviné jsme se jiz zamérili na popis predikce gent v prokaryotickych
organismech s naslednym podrobnym popisem t¥i volné dostupnych softwarti a to
téchto: GeneMark.hmm, Glimmer a Prodigal. Tyto softwary byly vybrany proto,
ze jejich kombinaci pouziva NCBI a spolecné dosahuji dobrych vysledkt. Z tohoto
divodu jsme chtéli otestovat, jak si povedou jednotlivé.

V dalsi ¢éasti jsou dostupné softwary popsany z hlediska praktického pouziti. Je
zde uvedeno jejich ovladani, nasledné jsou zde popsany jejich vystupy, které jsou ve
vsech pripadech zobrazeny na obrazku. Po seznameni s programy je poté popsano
jejich testovani na genomu Escherichia coli 0111:H- str 11128 DNA.

U kazdého programu byl urcen celkovy pocet nalezenych gent, dale pocet spravné
identifikovanych genti a pocet spravné najitych zacatkt a koncti. Pro uvedené hod-
noty byla spocitana senzitivita, specificita a celkova presnost.

Vsechny softwary pro predikei slibuji nalezeni az 95 % vsSech geni v genomu,
Prodigal, ktery spravné identifikoval 90,21 % gent1, program GeneMark.hmm nalezl
85,77 % genu a nejhuie dopadl software Glimmer, ktery byl schopny spravné popsat
81,51 %.

Dalsi ¢ast prace je zamérena na program pro predikci genti Gene_ finder, ktery
byl vytvoren v prostfedi MATLAB R2015a. Jsou zde popsany jednotlivé funkce
programu, co maji za vstupy a vystupy a konstanty, se kterymi pracuji.

Déle je navrzeny program otestovan na péti genomech, z nichz jeden je stejny jako
ten, co jsme pouzivali u testovani programt, takze lze nasledné porovnat vysledky
navrzeného algoritmu s dostupnymi softwary.

Gene_finder dosahuje presnosti predikce okolo 50 %, hodnoty senzitivity a spe-
cificity kolisaji kromé jednoho pripadu okolo stejnych hodnot. Pro presnéjsi predikci
genti by bylo vhodné zpTesnit pozici start kodonti, napiiklad vyhledavanim motiv1,
které jim predchézeji, nebo uvazovat prekryv genti i v ramci jednoho ¢teciho ramce.
Oproti zminénym volné dostupnym softwarim mé Gene finder vyhodou v tom, ze
jeho vystup se uklada do Excel tabulky a tudiz nemusime ziskana data pracné ukla-
dat a extrahovat jednotlivé hodnoty, jak je tomu u webovych softwart, ale miizeme

s nimi okamzité pracovat.
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Na zavér lze tici, ze vyhledavani genti je stale nevyteseny problém, jelikoz za-
tim zadny software nedosahuje stoprocentni tispésnosti, a proto si predikce genti do

budoucna zaslouzi nasi pozornost.
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SEZNAM SYMBOLU, VELICIN A ZKRATEK

A adenin

bp paru bazi

C cytosin

DNA deoxyribonukleova kyselina

DP dynamické programovani

G guanin

GTP guanosintrifosfat

HMM skryty Markoviiv model

ICM interpolovany kontext model

IF inicia¢ni faktor

IMM interpolovany Markoviv model
mRNA medidtorova ribonukleova kyselina
NCBI National Center for Biotechnology Information
ORF otevieny Cteci ramec

RNA ribonukleova kyselina

tRNA transferova ribonukleova kyselina
T thymin

U uracyl
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A VYVOJOVY DIAGRAM PROGRAMU

read_fasta

Y

leading_and_complement

processed_both

False

save_as_table

table_of_gene_positions

processed_al_frames

find_ends_in_frame save_results

y

find_genes_in_frame

4

genes_to_string

y

codon_frequency_map

processed_all_genes

apply_scoring get scoring_windows

N

gene_score

40



B VYSLEDKY TESTOVANI PROGRAMU

Tab. B.1: Vysledky predikce programu pro jednotlivé genomy.

) ) tolerance +3 | £30 | +60 | +90
Escherichia coli - — y .

str. K12 substr. pi)cet spravvne nalezenych gvenu O 2042 | 2223 | 2352 | 2438

MC410 pocet spravné nalezenych zacatka | 2300 | 2391 | 2465 | 2525

pocet spravné nalezenych koncti | 2325 | 2425 | 2494 | 2537

tolerance +3 | £30 | £60 | £90

Escherichia coli pocet spravné nalezenych genti | 2471 | 2687 | 2839 | 2949

strain JEONG-1266 | pocet spravné nalezenych zacatka | 2814 | 2939 | 3030 | 3099

pocet spravné nalezenych koncta | 2843 | 2953 | 3037 | 3100

tolerance +3 | £30 | £60 | £90

Escherichia coli pocet spravné nalezenych gentt | 2117 | 2318 | 2450 | 2554

strain MRE600 pocet spravné nalezenych zacatka | 2477 | 2596 | 2680 | 2745

pocet spravné nalezenych koncti | 2502 | 2605 | 2672 | 2740

tolerance +3 | £30 | £60 | £90

Escherichia coli pocet spravné nalezenych genti | 2468 | 2684 | 2838 | 2938

O111H-str.11128 DNA | pocet spravné nalezenych zacatka | 2813 | 2922 | 3005 | 3070

pocet spravné nalezenych konct | 2789 | 2912 | 3004 | 3073

tolerance +3 | £30 | £60 | 90

Finegoldia magna pocet spravné nalezenych gent 446 | 473 | 484 | 492

ATCC 29328 DNA pocet spravné nalezenych zacatki | 484 | 498 | 500 | 504

pocet spravné nalezenych konctt | 469 | 483 | 494 | 498
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Tab. B.2: Uspésnost programu pro jednotlivé genomy.

tolerance +3 +30 | £60 | £90

Escherichia coli senzitivita [%] | 50,72 | 55,22 | 58,42 | 60,56
str. K-12 substr. MC410 | specificita [%] | 40,85 | 44,47 | 47,05 | 48,77
presnost [%] | 45,79 | 49,85 | 52,74 | 54,67

tolerance +3 +30 | +£60 | +90

FEscherichia coli senzitivita [%] | 45,08 | 49,02 | 51,80 | 53,80
strain JEONG-1266 specificita [%] | 41,91 | 45,57 | 48,15 | 50,02
presnost [%] | 43,50 | 47,30 | 49,98 | 51,91

tolerance +3 +30 | £60 | £90

Escherichia coli senzitivita [%] | 43,98 | 48,15 | 50,89 | 53,05
strain MRE600 specificita [%] | 38,99 | 42,70 | 45,13 | 47,04
presnost [%] | 41,49 | 45,43 | 48,01 | 50,05

tolerance +3 +30 | +£60 | 4+90

Escherichia coli senzitivita [%] | 46,88 | 50,99 | 53,91 | 55,81
O111H-str.11128 DNA | specificita [%] | 41,93 | 45,60 | 48,22 | 49,92
presnost [%] | 44,41 | 48,30 | 51,07 | 52,87

tolerance +3 +30 | £60 | £90

Finegoldia magna senzitivita [%] | 27,11 | 28,75 | 29,42 | 29,91
ATCC 29328 DNA specificita [%] | 64,27 | 68,16 | 69,74 | 70,89
presnost [%] | 45,69 | 48,46 | 49,58 | 50,40
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C OBSAH PRILOZENEHO CD

» tex/ - slozka se zdrojovym kédem prace pro systém KTEX
« matlab/ - zdrojovy kéd programu Gene_finder a skript pro testovani uéin-
nosti

o tests/ - slozka s testovanymi genomy ve FASTA formétu
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