UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

Fakulta matematiky, fyziky a informatiky

SYSTEM NA HLADANIE ORTOLOGOV
V PRIBUZNYCH GENOMOCH

2013 Martin Visnovec



UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

Fakulta matematiky, fyziky a informatiky

e139cad9-4958-4025-9c01-2cct1448clae

Systém na hladanie ortolégov
v pribuznych genémoch

Diplomova praca

Studijny program: Informatika
Studijny odbor: 9.2.1 Informatika
Skoliace pracovisko: Katedra Informatiky

Skolitel: Mgr. Tom4s Vinaf, PhD.

2013 Martin Visnovec



52791141

Univerzita Komenského v Bratislave
Fakulta matematiky, fyziky a informatiky

ZADANIE ZAVERECNEJ PRACE

Meno a priezvisko Studenta: Bc. Martin ViSnovec

Studijny program: informatika (Jednoodborov¢ stadium, magistersky II. st.,
denna forma)

Studijny odbor: 9.2.1. informatika

Typ zaverecnej prace: diplomova

Jazyk zaverecnej prace: slovensky

Nazov: Systém na hl'adanie ortologov v pribuznych genomoch

Ciel’: V sucasnosti prebieha sekvenovanie gendomov mnohych organizmov.

Pre jednotlivé gény v novo-osekvenovanom gendéme casto chceme ngjst’ ich
ekvivalenty v inych, uz znamych, genomoch. Cielom prace bude vytvorit
prakticky softvér na tito Ulohu, ktory bude spédjat’ viacero uz existujucich
softvérovych néstrojov.

Veduci: Mgr. Tomas Vinaft, PhD.
Katedra: FMFILKALI - Katedra aplikovanej informatiky
Veduci katedry: doc. PhDr. Jan Rybar, PhD.

Datum zadania: 15.11.2011

Datum schvalenia: 08.12.2011 prof. RNDr. Branislav Rovan, PhD.

garant Studijného programu

Student veduci prace



Cestne prehlasujem, ze som tiito diplomovi pracu vypracoval

samostatne s pouzitim uvedenych zdrojov.

V Bratislave, 23. 4. 2013 ... ...



Dakujem vedicemu diplomovej prace PhD. Tomésovi Vinatovi
za odborné vedenie prace, cenné rady, ochotu a ¢as venovany

konzultaciam, bez ktorych by praca nedospela do finalnej podoby.

i



Abstrakt

Martin Visiiovec: Systém na hladanie ortolégov v pribuznych genémoch
Univerzita Komenského v Bratislave, Fakulta matematiky, fyziky a informatiky,

Katedra informatiky, Diplomova praca, 46, 2013

V sucasnosti prebieha sekvenovanie genémov mnohych organizmov. Pre jednotlivé gény
v novo-osekvenovanom genéme ¢asto chceme najst ich ekvivalenty v inych, uz zndmych,
genémoch. Na zaciatku vysvetlime struktiru génu a iné biologické aspekty dolezité pre
pochopenie fungovania systému. V dalsich ¢astiach praca popisuje samotny program

a porovnava ziskané vysledky s inym pristupom.

Kliucové slova: gény, homoldgy, ortolégy, Struktira génu, viacnasobné zarovnanie

il



Abstract

Martin Visnovec: Scheme for finding orthologs in related genomes
Comenius University in Bratislava, Faculty of mathematics, physics and informatics,

Department of informatics, Masters work, 46, 2013

There is ongoing sequencing of the genomes of many organisms. For individual genes in
the newly-sequenced genome we often want to find their equivalents in other, already
known genomes. At the beginning we explain the structure of the gene and other
biological aspects relevant to the understanding of the scheme. In next part we describe

the scheme itself. Finally, we compare our results with different approach.

Key words: genes, homologs, orthologs, gene structure, multiple species alignment
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Uvod

Genetika je pomerne mlady odbor niekde na rozmedzi bioldgie a informatiky. Napredu-
je viak velmi rychlym tempom. Z informatického pohladu by sme mohli zjednodusene
povedat, 7ze sa zaoberd zdrojovym kédom Zijucich (a potencidlne aj uz vyhynutych)
organizmov. VSetky tieto organizmy maju spoloény povod, pricom sa postupom casu
procesom evoldcie oddelovali a §pecializovali. Podarilo sa rozlstit abecedu tvoriacu
tento zdrojovy kdéd pozostavajucu zo Styroch baz. Takisto uz pozname abecedu, v
ktorej sa zapisuji funkéné objekty postavené podla tohto kédu - dvadsatjeden amino-
kyselin.

Pozndme pravidld, podla ktorych sa prepisuje zdrojovy kéd do tchto aminokyselin.
Precitali sme cely ludsky zdrojovy kéd - geném, ako aj genémy niektorych dalsich
cicavcov a inych organizmov. Pomerne dobre dokdzeme uz aj urcit, ktoré ¢asti genému
tvoria stvislé ‘programy’ - gény, podla ktorych sa vytvéraji funkéné objekty - proteiny.
Dalsim logickym krokom je snaha zistit funkciu jednotlivych programov. A ked sa
nauc¢ime fungovaniu kédu rozumiet, ¢asom dokézeme tento kéd cielene modifikovat
alebo dokonca vytvarat novy.

Zistit cel, na ktory urcity gén slizi, zatial nie sme schopny iba z jeho sekven-
cie. Funkciu proteinu urcuje jeho struktiura, ktord zavisi vo vicsej miere od vzajomnej
pozicie casti génu ako samotnej sekvencie bdz. Tito zatial nevieme dostatoéne efektivne
predpovedat len na zaklade postupnosti aminokyselin. Preto sa snazime néjst v inych
organizmoch podobné gény, ktoré s nim maji spoloény vznik a uz znamu funkciu.
Mobzeme potom predpokladat, Zze bude plnit podobni tlohu. Takéto gény so spoloénou
histériou vzniku nazyvame ortolégy, a ich hladanim v genémoch organizmov sa v tejto
praci zaoberdame.

Praca je clenena na tri hlavné casti. Na tvod prace sa venujeme biologickym

zakladom potrebnym pre pochopenie problematiky. Popisujeme tiez principy a vlast-



nosti genetickych struktur ako si bazy a gény, ktoré neskor vyuzijeme pri samotnom
hladan{ ortolégov. Potom popiseme myslienku fungovania implementovaného systému
vyhladdvajiceho potencidlne ortolégy a kldcové casti jeho fungovania. Nakoniec sa
pozrieme na iny systém, ktory je urCeny na tuto ulohu, a porovndme ho s naSim z
hiadiska vysledkov.
Prilohou k tejto praci je zdrojovy kéd vytvoreného programy - Corthy, ktory vyhladéva

ortology so zachovanou struktirou medzi organizmami. Spolu s programom su pri-
lozené aj testovacie data a vysledky na nich. Z testovacich dét je obsiahnuté iba ¢ast

stiborov kvoli ich velkosti.



Kapitola 1

Problém hladania ortolégov

1.1 Zakladné pojmy

Kazdy zivy organizmus je urceny svojim genémom. Genoém jedinca predstavuje celi
jeho geneticki informaéaciu, ktord je ulozena v podobe DNA. Téato molekula koduje
informaciu pomocou sekvencie nukleotidov. Tymito nukleotidmi si adenin, cytozin,
guanin a tymin. Z hladiska informécie obsiahnutej v tejto struktira nds bude zaujimat
iba postupnost nukleotidov v molekule, moézeme si ju teda predstavit ako retazec nad
abecedou styroch pismen {A,C,G,T}.

Geném organizmu sa moze skladat z jedného alebo niekolkych takychto sivislych
retazcov, ktoré nazyvame chromozémy. Samotni DNA a teda aj chromozémy si tvo-
rené dvojicou vlakien nukleotidov, ktoré si navzajom komplementarne. Cytozin sa
dopfﬁa s guaninom a adenin s tyminom. Nie vSetky ¢asti DNA refazca si rovna-
ko délezité z hladiska informécie, ktord obsahuji. Na chromozémoch sa nachddzaji
suvislé tseky, z ktorych sa dekéduju proteiny. Tieto mozu byt kédované na obidvoch
vlaknach nukleovej kyseliny. Ostatné ¢asti chromozému mozu mat iny vyznam, alebo
vobec nemusia mat vplyv na fungovanie organizmu.

Proteiny st molekuly s réznymi biologickymi funkciami, pricom funkeia vo velkej
miere zavisi od ich tvaru. Skladaju sa z aminokyselin, teda podobne ako DNA a nuk-
leotidy, protein je retazec nad abecedou aminokyselin. Kazd4a aminokyselina je v DNA
kédovana trojicou baz - kodénom. Pocet vSetkych moznych trojic nukleotidov je 64,
pocet aminokyselin je 21. Kedze pocet kodénov je vyssi, pre niektoré aminokyseliny

existuje viacero roznych zakdédovani. Niektoré kodény maju Specidlny vyznam, ktorym



moze byt zaciatok alebo koniec proteinu. Kodény kédujiice koniec proteinu sa nepre-
kladaji do ziadnej aminokyseliny. V ludskom gendéme zaciatoény kodén predstavuje
sekvencia ATG a koncovymi kodénmi st TAA, TAG alebo TGA.

Usek DNA kédujici protefn nazyvame gén. Postupnost nukleotidov v géne kéduje
jednotlivé aminokyseliny proteinu. Casti génu, ktoré sa takto prekladaji oznacujeme
exény, ostatné casti neprekladajice sa do vysledného proteinu su intrény. Introny sa
pred prekladom génu vystrihni, ale ich hranice nie si tak presne urcené ako pri sa-
motnych génoch. Intrén teda niekedy vystrihnuty byt vobec nemusi, alebo sa vystrihne
naopak dlhsia ¢ast az po koniec iného intrénu spolu s exénom medzi nimi. Jeden gén

moze vdaka tomu kédovat viacero roznych proteinov, ktoré nazyvame transkripty.

1.2 Typy homolégov

Gény v roznych organizmoch moézu mat podobni sekvenciu. Rovnako niektoré gény
v tom istom organizme sa mézu navzajom podobat. Je velmi mélo pravdepodobné,
ze by vznikli nezévisle od seba, ak je zhoda medzi nimi dostatoéne velkd. Najmé pri
relativne blizkych organizmoch je to vysoko nepravdepodobné z dovodu ¢asu, za ktory
by k tomu muselo dojst. Mozeme preto predpokladat, ze takéto skupiny génov maji
spoloény povod, ktory mozeme spitne vystopovat az ku jedinému predkovi. Gény,
ktorych sekvencie sa vyrazne odlisuji, ¢o vylucuje ich spoloénu histériu a rovnaky
povod, nazyvame heterolégy. Takéto gény napriek tomu moézu v organizmoch plnit
podobn tlohu.

Homolégy st gény, ktoré pochddzaji z jedného predka. Zdielaji spolu ¢ast svojej
histérie vivinu. Maji podobni sekvenciu baz, pricom velkost rozdielov zévisi na dizke
doby, od kedy doslo k rozvetveniu spolo¢nej historie ako aj parametrov ovplyviujucich
rychlost zmien v génoch. Moézu ale nemusia plnit v organizme podobnt tlohu. Ho-
molégy mozu vznikat réznymi procesmi, z ktorych najvyznamnejsimi st duplikdcia a
specidcia. Pri duplikacii dochadza k vzniku képie génu. Gén sa potom nachadza v
organizme na dvoch, pripadne viacerych, miestach. Takto sa moze duplikovat jeden ¢i
viacero génov, alebo dokonca cely génom so vSetkymi génmi v nom. Viacerymi opa-
kovaniami tohto procesu vznika v organizme skupina génov so spoloénym predkom.

Takéto gény nazyvame paralogy.



Q A [X1]

duplikacia
génu
AA [x1]’ QAB IX1]
speciacia
druhu

AA [X11]| | AA [x12]b C AB [X12]

Obréazok 1.1: Schéma znazornujica procesy vzniku ortolégov a paralégov.

Casto sa stdva, ze po duplikdcii jedna z képif prestane plnit svoju funkciu alebo
sa §pecializuje na nejakd ind, vécésinou podobnd. Dalsou moznostou je, ze jeden z
paralégov sa strati v delécii, ¢im dojde k jeho vymazaniu, alebo sa narusi jeho struktura
tak, ze uz netvori gén.

Druhym castym sposobom vzniku homologickych génov je speciacia. Vetvenim
druhu vznikni dve képie génu, jedna v kazdom novom druhu, a dalej sa v evolicii
vyvijaji samostatne. Takéto gény nazyvame ortolégmi. Je velmi pravdepodobné,
ze nimi kédované proteiny v organizmoch dalej plnia rovnakd alebo velmi podobni
tlohu. Vdaka tomu ndm umoziuji predpovedat funkciu génov v inych organizmoch.
V stcastnosti stale rychlejsie pribudaji nové osekvenované druhy, najdenim ortolégov k
ludskym génom so zndmou funkciou mézeme potom predpokladat funkeiu jednotlivych
génov v danom druhu.

Na obrazku mozno vidiet proces duplikécie génu A, ktorym vznikéd nové kopia
génu AB, pricom povodny kopirovany gén je oznaceny AA. Nasledne procesom speciacie
dochadza k rozdeleniu povodného druhu X1 na dva nové. V druhu X11 doslo po
specidcii k delécif génu AB a obsahuje iba gén AA, zatial ¢o geném druhu X12 obsahuje
oba gény AA a AB. Gén AA v druhu X11 je ortologicky s génom AA v druhu X12,
ale nie je ortologicky s jeho génom AB. Gény AA v X11 a AB v X12 su navzdjom

paralogické.



Stadium vyvoja ortolégov a priebehu mutdcii v nich ndm umoznuje zistit rychlost
zmien v génoch s roznymi funkciami. Na zdklade toho moZeme urcit, ktoré funkcie
v organizme sa rychlejsie vyvijaju a menia, a ktoré sa naopak zachovavaju. Rychlo
meniacimi su napriklad gény ovplyviujice imunitu, zmyslové vnemy a rozmnozovanie
[8]. Vo vseobecnosti je mozné predpokladaf, ze gény umoziiujtce selekéni vyhodu pre
organizmus sa menia rychlo a gény zabezpecujice zédkladné zivotné funkcie sa takmer
nemenia, kedze mutécie v tychto ¢astiach maji vacsinou vyrazne negativne vplyv na

prezitie jedinca prenasajuceho takyto gén.

1.3 Hladanie ortolégov

Problém hladania ortolégov sa da rozdelif na dva podproblémy. Jednym problémom
je najst homolégy medzi genémami, a druhym urécit, ktoré z nich predstavuji ortolégy.
Hladanie homol4gov sa vykondva pomocou porovngvania nukleotidovych sekvencii a
néjdenim tsekov s velkou mierou podobnosti. Tymto spésobom néjdeme tak ortolégy,
ako aj paralégy, a chceme ich navzajom odlisit. Ku kazdému génu moze byt najdenych
viacero homologickych génov. Tieto maju priradent hodnotu, predstavujicu vzajomnu
podobnost.

Castym pristupom je povazovat za ortolégy dvojicu génov, ktoré st navzajom naj-
viac zhodné. To znamend, ze ked sa z daného génu vyberieme do jemu najpodob-
nejSiemu homolégu, nasledne v tomto géne vyberieme tiez najpodobnejsi, tak sa znovu
vratime do génu, v ktorom sme zacali. Tato metoda predpoklada, ze medzi ortolégmi
doslo k najmensiemu poé¢tu zmien. To vsak nemusi byt vzdy nevyhnutne pravda.
Mierne vzdialenejsi gén moze byt skutoénym ortolégom.

Problémy sposobuje viacero javov, ku ktorym pocas evolicie dochadza, okrem spe-
ciacie a duplikacie, ktorymi sme sa uz zaoberali. Pri delécii génu sa straca jeden z
moznych homolégov, ¢o komplikuje situaciu. Predstavme si, ze sa jednalo o jediny
ortolég k inému génu, oznaéme ho B. Ked teraz porovniame podobnost génu B s jeho
homolégmi, dostaneme ako vysledok v skutocnosti paralég. To je sposobené absenciou
povodného ortologu, v tomto pripade ku génu existuji uz iba paraldgy.

Horizontalny prenos génu predstavuje proces, pri ktorom dochadza k prenosu génu

medzi dvomi odlisnymi druhmi. To nartsa klasicky pohlad na evoldciu v podobe fy-



<hominidae>

<homininae>

<hominini>

pongo pygmaeus

homo sapiens (orangutan)

(Clovek)

pan troglodytes  gorilla gorilla
(simpanz) (gorila)

Obréazok 1.2: Fylogeneticky strom pre triedu Hominidae.

logenetického stromu, kde po specidcii sa organizmy vyvijaji dalej nezavisle. Priklad
jednoduchého stromu je na obrézku[I.2] Listy stromu zodpovedaji skimanym organiz-
mom a ostatné vrcholy predstavuju spolocnych predkov urcitej skupiny, pricom koren
je spoloénym predkom vsetkych. Ku medzidruhovému prenosu genetickej informacie
dochadza najmé pri baktériach, pricom je znamy aj pripad prenosu génu baktérie na
vyssi organizmus [I]. Takto prenesené gény sa nazyvaji xenolégy a povazuju sa za
druh paralégov.

Iny problém predstavuje nahradenie casti génu sekvenciou iného génu, ¢im vznika
hybridny gén. Tento jav nastdva pomerne casto a dava vznik génom, ktoré maju
viacero predkov. Moézu byt teda ortolégmi ku viacerym génom v inom organizme, ¢o
komplikuje odliSovanie ortolégov a paralégov.

Okrem uz spominanej vzajomnej podobnosti sekvencii homolégov sa pri hladani
ortolégov vyuzivaji aj dalsie metédy. Dodatoént informdciu obsahuje aj relativna
pozicia génu k ostatnym génom v jeho okoli [I9]. Majme teda nejaki mnozinu génov,
z ktorych niektoré mozu, ale nemusia, byt navzdjom podobné. Dalej majme druhy
organizmus, v ktorom sa nachédza postupnost génov navzdjom homologickych s jed-
notlivymi génmi v prvom genéme. Jednotlivé gény maji rovnaké poradia v skupine a
st na rovnakom vldkne jedného chromozému. Takato zachovana skupina homolégov
je velmi ¢asto tvorend ortolégmi a svedéi o spoloénej evoluénej histérii danej Gasti
gendému.

Vo vieobecnosti mozno pristupy ku hladaniu ortolégov rozdelif na dve hlavné sku-

10



piny. Jednou je praca s grafom, ktorého vrcholy predstavuji gény a hrany spdjaju ho-
molégy. Po vytvoreni grafu sa podla ceny hrén a pripadne dalsich parametrov oddelia
ortolégy od paralégov. Druhi velki skupinu tvoria stromové algoritmy, ktoré na vstupe
potrebujui fylogeneticky strom skiimanej mnoziny organizmov. Pomocou neho nama-
puji homologické gény medzi jednotlivymi organizmami a snazia sa urcit ich vzajomnu
histériu. Tento pristup mé lepsie predpoklady na précu s deletovanymi génmi vdaka
znalosti predkov a potomkov vo fylogenetickom strome. Vytvorenim histérie pre zhluk
homologickych génov ich nésledne vieme rozdelit na homolégy a hladané ortol4gy.

Prikladmi implementécie grafového pristupu su napriklad Inparanoid, OrthoMCL
[12] a COG/KOG, druhi skupinu stromovych algoritmov prestavuji RIO alebo Ort-
hostrapper [17]. Niektoré programy pre hiadanie ortolégov obidva pristupy kombinuju,
patri medzi ne napriklad OrthoParaMap.

1.4 Existujuce rieSenia

V tejto casti blizéie popiseme pracu niekolkych existujicich sposobov na urcenie or-
tologov. LiSia sa tym, s akymi biologickymi procesmi pracuji a na zaklade toho aj
tym, ¢o povazuju za ortolégy. Vyber vhodnej metédy je vo velkej miere zavisly od
ucelu, na ktory data pozadujeme. Nedd sa jednoznacne povedat, ze niektord z metdd
je vo vSeobecnosti najlepsia alebo jedind vhodna. Vybrali sme metdédy, ktoré sa od seba

dostatocne odlisuji, ako reprezentantov niekolkych roznych pristupov ku problému.

1.4.1 OrthoParaMap

Implementovany ako sada skladajica sa z trojice programov - DiagHunter, OrthoMap
a ParaMap [2]. Prvym krokom je identifikdcia homologickych regiénov vzdjomnym po-
rovnavanim dvojice genémov. Tymto sposobom ziskame mapu, kde diagondlne ciary
reprezentuji podobné tseky medzi dvomi organizmami. Jeden tisek moéze byt zarov-
nany k viacerym v druhom genéme, v tom pripade ho bude prekryvat niekolko réznych
¢iar. Dalej sa pracuje s jednotlivymi skupinami génov, vypoéita sa fylogenicky strom
pre mnozinu génov a namapuje sa ha porovnanie genémov. Spatnym mapovanim
génov na fylogenicky strom sa hladaji uzly, v ktorych pravdepodobne doslo ku dup-

likacii jedného génu alebo vicsej skupiny. Vsetky tri casti su implementované v jazyku
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Perl.

1.4.2 RIO (Resampled Inference of Orthologs)

Vstupom je sekvencia, ku ktorej chceme néjst ortolégy v inych organizmoch. T4 sa
zarovna k uz existujicemu zarovnaniu rodiny génov, ktora je sekvencii najpodobnejsia.
Zarovnanie je tiez sucastou pozadovaného vstupu. Na zaklade sekvencii v zarovnani
sa skonstruuje strom pomocou postupného spdjania najblizsich susedov. Konstrukcia
stromu sa robi viacnasobne vzdy pre ini podmnozinu stipcov zarovnania, ¢im moze
vzniknut viacero roznych stromov. Pre vyhodnotenie najblizsich uzlov sa pocita vzdia-
lenostnd matica s vyuzitim modelu pre substiticie aminokyselin. Ako model sluzi
BLOSUM alebo PAM matica.

PAM(Point Accepted Mutation) matice sa pouzivaji pri hladan{ zarovnania. Bert
do tuvahy pravdepodobnosti vzniku mutacie kédovania jednej aminokyseliny na druhu
a to, ako ¢asto dochddza k zmene pri danej dvojici aminokyselin. Kedze niektoré
aminokyseliny maju relativne podobné vlastnosti, k niektorym mutaciam dochédza
castejsie ako k inym. Cislo pri PAM matici udédva substituéné pravdepodobnosti pri
danom pocte mutécii na kazdych sto aminokyselin. Pri jednej aminokyseline moze
pritom dojst k viacerym mutdcidm.

Vysledny strom sa zakoreni tak, aby sa minimalizoval pocet duplikacii. Uzly sa
vyhodnotia ako duplika¢né alebo speciac¢né na zaklade fylogenetického stromu, ktory
je potrebné mat k dispozicii. Porovnavané sekvencie a do akej miery ich budeme po-
vazovat za ortolégy je uréend z pomeru stromov, v ktorych boli ortoldgmi. Systém je
implementovany ako skript v Perle, vyuziva niekolko programov vytvorenych v jazy-

koch C a Jave [20].

1.4.3 Inparanoid

Databdza ortolégov pre niekolko genémov. Rozlisuje paralégy na dve skupiny podla
toho, ¢ duplikédcia nastala pred alebo po specidcii danych organizmov. Podla toho
ich deli na vonkajsie (duplikdcia, ktorou vznikli prebehla pred specidciou) a vnitorné
paralégy (duplikécia, ktorou vznikli prebehla po specidcii) [15]. Vytvéara skupiny or-
tologov, jadro skupiny najde pomocou najlepsej vzajomnej podobnosti medzi dvojicou

homolégov. Na urcenie podobnosti vyuziva néstroj Blast. Tieto urci ako par ortolégov
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a nasledne rozsiruje skupinu o vnitorné paralégy. Kazdy gén z dvojice priradi ako or-
tolég vnitornym paralégom druhého génu. Umoziiuje teda, aby jeden gén mal niekolko

ortolégov v rovnakom organizme.

1.44 COG/KOG

Databéza ortolégov na prokariotoch (COG) a eukariotoch (KOG). Pracuje s pro-
tefnovymi doménami nachddzajicimi sa v génoch [I8]. Doména je cast sekvencie
proteinu, ktora sa nachadza vo viacerych roznych proteinoch so samostatnou troj-
dimenziondlnou Struktirou mélo zavislou od zvysnej casti proteinu. Na zaciatku sa
rozsirené domény v proteinoch zamaskujui. Sekvencie génov sa porovnaju a vytvoria sa
trojuholniky navzajom podobnych sekvencii z trojice roznych genémov. Nasledne sa
trojuholniky so spolo¢nou hranou spoja do skupin. Sekvencie sa zoskupuju tak aby v
nich bola zachovana doménova struktira. Samostatne sa pracuje s génmi obsahujicimi

casté domény.

1.4.5 CHAP2 (The Cluster History Analysis Package)

Rozlisuje dva typy ortolégie podla povodu. N-ortolégy, ktoré vznikaji specidciou, a X-
ortoldgy, ktoré vznikaju konverziou [16]. Pri konverzii je nahradend ¢ast génu inym, ¢im
sa gén stane hybridom dvoch génov. Stane sa teda ortolégom k tym génom, ku ktorym
bol ortolégom skopirovany gén. Algoritmus zacina s grafom homologickych tsekov.
Hrany spéjaju casti genomu, ktoré si podobné. Podobné tiseky uréi porovnanim celych
gendémov navzajom a vytvorenim mapy, jej ukazka je na obrazku [I.4.5]

7 grafu si potom odstranené hrany vnutri organizmu, ktoré predstavuju paralégy.
Na zvysnych hranach sa najde maximélne parenie predstavované X-ortologmi. Potom
sa zarataju konverzie, urcené inym nastrojom, a na ich zaklade sa ur¢ia N-ortolégy. Vo
vysledku s ¢astiam génu priradené ortologické gény. Kazdé cast moze byt ortolégom
ku viacerym génom, kedze paralégy po specidcif sa oba povazuju za ortolég. Program
pontka aj vizualizéciu, ktora tymto spésobom znazornuje vyvoj génov na danej skupine

organizmov.
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Obrézok 1.3: Mapa podobnych tsekov pre dvojicu gendmov, ¢ast A zobrazuje medzid-
ruhové zarovnanie, ¢ast B a C zarovnanie samého k sebe, diagonalne ¢iary predstavuji

podobné tseky. Zdroj: [16]

1.5 Struktira génu

Za gén povazujeme usek retazca DNA kédujici nejaky produkt, najéastejsie protein.
Je zakladnou funkénou jednotkou pri evolicii organizmov. Jednotlivé gény sa mozu
prekryvat. V cicavcoch st tvorené sekvenciami dizok rddovo tisicov béz, celkovy pocet
génov napriklad v ¢loveku je vyse 20 000 (dolny odhad), hoci jednotlivé odhady sa v
roznych studiach znacne lisia a uvadzaji az nasobky tohto ¢isla. Pocet génov vyrazne
zvysuje alternativny zostrih. Samotny gén je tvoreny z intrénov a exénov. Exény su
kédujiice casti génu, spolu pokryvaji len niekolko percent z celkovej diZky genéomu. V
priemere je v géne niekolko az niekolko desiatok exénov, ktorych dizka je radovo sto
béz. Intrén spravidla zacina dvojicou baz GT (donor) a koné¢i bazami AG (akceptor).
Pri transkripcii génu sa intrény so sekvencie odstranené a do translacie vstupuju iba
spojené exdénové casti tak ako nasleduju v géne. Pred samotnym génom sa v DNA
sekvencii vyskytujui takzvané promoter regiony ovplyvnujice expresiu daného génu.

Obsahuju $pecifické sekvencie (napr. TATA oblast, CG oblast, CAAT oblast) ktoré
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Obréazok 1.4: Zakladné struktura génu.

umoznuju zaciatok transkripcia na danom mieste. Zékladnd struktira génu je zobra-
zend na obrazku [L3]

Bazy tvoriace DNA sekvenciu sa v molekule nachadzaju v komplementarnych paroch,
méme teda dva vldkna pricom gény mozu byt kédované na lubovolnom z nich. Citanie
retazca baz na druhom vldkne prebieha v opa¢nom poradi. Teda ak mame &iselne
urcenu poziciu génu na chromozoéme, v zavislosti na vlakne moze na jednom okraji
gén zacinat a pokracovat smerom k druhému okraju, alebo naopak na danom mieste
konéit. Funkcia génu do znaénej miery vyplyva z tvaru vysledného proteinu, teda troj-
dimenzionélnej struktiry vytvaranej aminokyselinami. Aj pri véséich odlisnostiach v
kédujicej sekvencii oproti pribuznym génom, ak je zachovana jeho struktira, gén bude
pravdepodobne stale plnit svoju funkciu. Inak povedané, nie véetky zmeny v sekvencif

maji rovnako velky dopad na funkénost kédovaného génu.

1.6 Mutacie génov

Gény nie si nemenné a postupom ¢asu podliehaji zmenam - mutaciam, ktorymi vzni-
kajui nové zmenené verzie génu. Mutécia je proces, ktorym dochadza k zmene sekvencie
DNA kédujicej geneticki informaciu. Modifikdcie DNA sa delia na viacero roznych
typov. Najjednoduchsie a zaroven najcastejsie zmeny su jednobazové substitiucie. Tie
predstavuji prepisanie jednej bazy nejakou inou bazou. Takéto zmeny moze byt v
principe troch roznych typov v zavislosti od nésledkov zmeny na transkribovany pro-

tein. Prvym typom je zmena kédujicej aminokyseliny na nejaki ini. Druhym typom
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je zachovanie aminokyseliny kédovanej danou bazou, ¢o je mozné vdaka tomu, ze pocet
aminokyselin je mensi ako pocet moznosti vSetkych koédovani pre ne. Tretim typom
je zmena, po ktorej bude kédovany namiesto povodnej aminokyseliny stop kodén. Pri
transkripcii sa preto na danom mieste prepis do proteinu ukonéi, ¢o s velkou pravde-
podobnostou znefunkéni kédovany protein. Vidime teda, Ze zmena jedinej bazy moze
mat rozne nasledky poénic malou az ziadnou zmenou a konéiac iplnym porusenim
génu, ktory kodovala.

Pravdepodobnost substitticie jednej bazy na inu je odlisnd pre jednotlivé dvoj-
ice. Tento jav je sposobeny chemickou struktirou baz. Cytozin a Tymin patria
medzi pyrimidiny. Oba obsahuji Sest-¢lenny kruh uhlika, v ktorom sd atémy 1 a 3
nahradené dusikom. Podobne Guanin a Adenin su obidva puriny. Sud tvorené py-
rimidinovym a imidazolovym kruhom. Imidazolovy kruh je pét-élenny a dva jeho
atému si nahradené dusikom. Pri mutaciach baz castejsie dochadza k nahrade dvoch
purinovych/pyrimidinovych medzi sebou navzajom - tranzicia, ako ku zmene z purinu
na pyrimidin a naopak - transverzia.

Dalsfmi typmi zmien okrem substitiicif st inzercie a delécie. Dochddza pri nich k
pridavaniu respektive odstranovaniu casti sekvencie. Obidva typy zmien spolu jednotne
oznacujeme indely. Pokial pocet baz, ktoré modifikuji, nie je ndsobkom troch, nastéva
vyrazne riziko poskodenia génu. To je dosledok sposobu akym st v DNA kédované
aminokyseliny vo forme trojic baz. Bézy nasledujtice po takomto indele sa zaénu éitat
s posunom a budd tvorit Uplne odlisnt postupnost kodénov, teda aj vysledny protein
bude mat odlisnt struktiru a strati svoju povodnt funkciu. Hrozi zaroven predéasné
ukonéenie transkripcie pri narazeni na stop kodén, ktory bol v povodnom géne sti¢astou
dvojice koddénov, ale posun sposobil odlisné ¢itanie sekvencie. Priklady substiticii aj
inzercie a delécie st na obrazku [LL5

Zdvojenie casti sekvencie sa nazyva duplikdcia. Je to velmi vyznamny typ mutécie.
Predstavuje moznost vyvinu novych génov. Duplikovand sekvencia génu moze na-
dobudnit novi funkciu. Mutécie odohravajiice sa na képii nesposobia znefunkénenie
kédovaného génu a teda moze dochadzat k rychlejsiemu hromadeniu modifikécii. Vdaka
existencii druhej képie génu nie je negativne ovplyvnend schopnost jedinca na prezitie
a Sirenie zmien do daliej generdcie. Tymto sposobom vznikaji v genéme skupiny

paralégov. Inym prikladom mutécie vacsieho rozsahu je translokécia. Translokécia
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substitucia
(rovnaka aminokyselina)

povodna sekvencia

alanin leucin arginin kyselina alanin leucin  arginin kyselina
asparagova asparagova
substitlcia substiticia
(stop kodon) (rézna aminokyselina)
alanin stop alanin serin  arginin kyselina
asparagova
delecia inzercia
alanin fenylalanin valin alanin leucin  glutamin stop -

Obrazok 1.5: Typy mutécii jednej bazy a ich dopady na vysledny protein.

je presun casti sekvencie jedného chromozému na nejaky iny chromozém. Ak déjde
presunom k rozdeleniu génu, funkcionalita daného génu je narusena.

Vymenované typy mutécie sa odohrdvaji s roznou pravdepodobnostou, avsak cel-
kovo akdkolvek mutécia je velmi zriedkavy jav. Pri kopirovani DNA v bunke dochddza
k jednej mutécii na kazdych priblizne 50 miliénov béaz, ¢o pri dizke Tudského genému
okolo troch miliard baz znamena v priemere 120 mutéacii pre kazdd novi bunku. To je
60 mutdcii na dizku DNA sekvencie ndsobené dvomi pre diploidnt bunku obsahujicu
par z kazdého chromozému. Vacsina tychto mutacii sa odohra v nekédujtcich castiach
DNA sekvencie a nemd vplyv na kédované gény. Takéto zmeny sa prendsaji dalej,
lebo nepdsobia na organizmus negativne.

Zmeny nekdédujiicej oblasti maji vicsiu Sancu udrzania sa do dalsej generdcie. Casti
kédujuice gény sa menia pomalsie ako nekédujuce tseky. Je to sposobené tym, ze takéto
zmeny sa prejavia navonok a vplyva na ne selekcia. V&cSina zmien nie je pozitivna, a
teda znizuje Sance jedinca, ktory zmenu prendsa, na prezitie. Takisto st castejsie zme-
ny v kédujucich oblastiach génov, ktoré nemenia jeho struktiru a teda zachovavaju
povodni funkciu génu. Casti sekvencie kédujiice dolezité tseky génu pre jeho spravnu
funkcionalitu sa takmer vobec nemenia pocas vyvinu druhu. Castejsie s zmeny medzi

aminokyselinami, ktoré maji podobné vlastnosti a nemenia trojdimenzionalne uspo-
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riadanie vysledného proteinu.

1.7 Viacnasobné zarovnania

Jednym z pouzivanych sposobov na reprezentaciu homologickych oblasti medzi genémami
su zarovnania. Viacnasobné zarovnanie je zarovnanie sekvencii dvoch alebo viacerych
DNA sekvencii k referencnej sekvencii. Ku kazdej ¢asti referencnej sekvencie je zarov-
nany najviac jeden usek inej sekvencie. Naopak to ale neplati, rovnaky tisek zarovnanej
sekvencie moze byt priradeny viacerym miestam v referenc¢nej sekvencii.
Celogenémové zarovnanie sa sklada z blokov, pricom kazdy predstavuje viacndsobné
zarovnanie nejakej casti genému. Blok je tvoreny referencnou sekvenciou a k nej pri-
radenych sekvencii z genémov ostatnych organizmov. 7 kazdého organizmu obsahuje
blok nanajvys jeden tsek, ale z niektorych nemusi existovat ziaden dostato¢ne podobny
usek. To znamenad, ze kazdy blok obsahuje minimalne dve alebo viac sekvencii, kazdu
z iného genému. Kazda sekvencia je urcend chromozémom na ktorom sa nachadza a
poziciou na chromozéme, pricom tato informdcia je sicastou bloku. Referenéné tseky
v jednotlivych gendmoch st navzajom disjunktné, niektoré ¢asti genému nemusia byt

priradené v ziadnom bloku.

##maf version=1 scoring=autoMZ.vl

a score=3753.0

s ref.chrl 554846 44 + 13198656
ACGATGCATGCT - AT COT AGT COAT GCT GAT CGT AT GCGT AGTCG
s specl.chrl 32141 40 + o93735616

AGGATG- - - ACTCATGOT AGT - - ATOGCTGAT CAT AT GCGAAGTCG

a score=3753.0

s ref.chrl 554899 34 + 13158656
ACGACAT------ ACAGT AG- - ACAAGAGACACT AGACGAGG

s specl.chrl 312156 40 + S83735616
TCOACGACGAT GT ACAGT AG- - ACAGGAGACAAT AGT CGGGG

s spec3.chrl 465458 40 + 45549887
ACGT GATCAGG- - CCAGT AGGGACCAGAGACGCT AGACGATG

Obréazok 1.6: Ukdazka viacnasobného zarovnania.
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Zarovnané sekvencie si na vacSine pozicii zhodné, ale zaroven obsahuju rozdiely
malého rozmeru. Substitiicia bazy sa prejavi odlisnostou na dotknutej pozicii. Takto sa
nedaju riesit kratke inzercie a delécie. Sekvencie sa mozu na zaciatku a konci zhodovat,
ale v urcitej casti jedna z nich obsahuje niekolko béz navyse. Tie sa nemoze zarovnat
k Ziadnej béze v retazci s nizsim poctom bdz. Z tohoto dovodu je stvor-pismenkova
abeceda béz rozsirens o dalsf znak - medzeru. Z pohladu referenéného genému medzera
v referenénom retazci znamend deléciu a v inych retazcoch inzerciu. Vgetky retazce
bloku st takto rovnako dlhé, ale mozu sa 1isit v dizke chromozomu, ktoru pokryvaju,
pretoze medzery ovplyviuju pocet baz.

Priklad zarovnania troch organizmov je na obrdzku [I.6] V prvom bloku je k refe-
renénému organizmu zarovnany iba jeden druh. Na druhom mieste v dvojici retazcov
vidime substiticiu bdz. Na siedmej az deviatej bdze je inzercia z pohladu druhého
retazca pripadne delécia z pohladu referenéného retazca. V nasledujicom bloku s

obsiahnuté vsetky tri organizmy. Prvy riadok je hlavicka stuboru.
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Kapitola 2

Systém na hladanie ortolégov

V predchadzajicej kapitole sme uviedli doterajsie pristupy k problému najdenia or-
tolégov. V tejto kapitole opiseme nami navrhnuty systém. N&§ systém nemd za ciel
nijst vietky ortologické gény. Mal by néjst také gény, pri ktorych je s velmi vyso-
kou pravdepodobnostou zachovand ich funkcia. Okrem podobnosti samotnej sekven-
cie nas preto zaujimaju aj typy mutdacii, ku ktorym v nej doslo. Ako sme ukéazali v
predchddzajicej kapitole, rézne mutdcie maji rozne velky dopad na kédovany protein.

To znamena, ze sa 1isi aj miera, akou sa moze narusit povodna funkciu proteinu.

2.1 Zakladna stavba systému

Podobne ako iné systémy musime najprv ziskat sadu homolégov a z nich nasledne
vybrat hladané ortoldgy. N&s systém ziska homologické oblasti v inych genémoch
7z viacndsobného zarovnania. To poskytne pre kazdy gén nanajvys jednu oblast v
genéme iného organizmu, ktord je sekvenciou najpodobnejsia a moze predstavovat
ortolég. Vo vstupnom zarovnani nemusia byt obsiahnuté celé genémy organizmov.
Pre referenény geném zarovnania bude potrebné mat navyse aj anotécie génov. Tie st
druhym vstupom systému.

Pozname teda pozicie génov v referencnom gendéme, a pre jednotlivé ¢asti genomu
pozname im prislichajice casti v inych genémoch zo zarovnania. Na zaklade to-
ho moézeme premapoval pozicie génov na useky v dalsich organizmoch pomocou za-
rovnania. Tieto tseky by mohli predstavovat prislusné gény v jednotlivych orga-

nizmoch. Pri premapovani génov pracujeme okrem referenéného vzdy postupne s
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jednym porovnavanym organizmom. Odkedy doslo k specidcii zo spolo¢ného pred-
ka v oboch genémoch, referenénom aj porovnavanom, dochddzalo k mutéciam. Oblast
prislichajica premapovanému génu v porovnavanom organizme preto nemusi byt uz
funkénym génom. Aj v pripade, ze génom je, moze byt pozmeneny na vyraznej casti
svojej dizky.

Chceme vytriedit tie gény, ktoré maji svoju struktiru zachovani. Pozadujeme, aby
bola v zarovnanom géne rovnaka postupnost a pozicie exénov, z ktorych sa transkribuje
vysledny protein. Mutécie, ktoré by mohli takito struktiru narusit, chceme v sekvencii
vyhladat a zaznamenat. Gény triedime pomocou sady niekolkych filtrov, z ktorych
kazdy overuje nejaké podmienky spravnej struktury. Jednotlivé filtre overuji samotné

zarovnanie alebo pritomnost mutécii, ktoré by pozmenili struktiru exénov v géne.

Listing 2.1: Stavba systému - pseudokéd

corthy (parametre []) {
projekt = parametre[projekt]
sady_genov = parametre[sady_genov]
klaster = parametre[klaster]
maf_priecinok = parametre[maf_priecinok]
export_priecinok = parametre[export_priecinok]

organizmy = parametre[organizmy]

if (nahraj_geny) {nahravanie_genov(sady_genov)}

if (klastruj_geny) {klustrovanie(klaster, sady_genov)}

if (filtruj_geny) {filtrovanie(klaster, organizmy,
maf_priecinok)}

if (exportuj_geny) {exportovanie(klaster, organizmy,

export_priecinok)}

Viacero génov z anotdcie moze predstavovat niekolko transkriptov nachddzajicich
sa v genéme na rovnakom mieste. S takymito skupinami génov niekedy chceme pra-
covat ako s jedinym génom. Proces, ktorych takéto gény spajame do skupin nazyvame
klastrovanie.

Program vykongva niekolko v principe odlisnych funkeii, z ktorych sa sklada celkovy
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proces. Jednotlivé fazy spracovania sii: nahratie anotécii génov do databazy, vytvorenie
klastrov nad tymito génmi, filtrovanie a zaznamenanie chyb vo zvolenom zarovnani a
export ¢istych génov bez chyb podla urcitych kritérii.

Tato zakladnd struktira je zobrazend v listingu 2.1 Kazdd z faz je podrobne

opisana v samostatnej sekcii.

2.2 Inkrementacny model systému

Systém by mal byt schopny pracovat s priebezne sa meniacimi vstupnymi d4tami.
Mobze sa menit ako zarovnanie, tak aj anotdcie génov. Preto je potrebné umoziit
pridavanie viacerych mnozin anotacii génov. Po pridani novej mnoziny je nasledne
potrebné prepocitat gény, ktoré obsahuje. Tie sa musia overit vo vietkych organizmoch,
pre ktoré chceme ziskat vysledné data.

Podobne ako anotécie chceme vediet priddvat aj nové zarovnania. Pri pridani zarov-
nania pre novy organizmus sa spracuju existujice sady génov. V obidvoch pripadoch
nie je potrebné menit uz existujice predpocitané dédta, iba sa k nim pridajd nové.
Vysledky pre rozne vstupné data su vypocitavané navzajom nezavisle.

Mobzeme teda postupne priddvat nové data a vzdy dopocitat iba prislusni cast.
Vysledky pre predoslé data zostant v systéme zachované. Jednotlivé mnoziny anotacii
génov mézeme zhlukovat do klastrov. Tychto klastrovani moze byt niekolko, kazdé
nad roznou skupinou spomedzi dostupnych anotacii. Pri procese klastrovania nie je
potrebnd ziadna préaca so zarovnaniami.

Samotné premapovanie génov a overovanie ich struktiry moze trvat dlhsiu dobu,
ale je ho potrebné vykonat len raz. Ziskanie vysledkov zo systému by vsak malo byt
pomerne rychle, bez toho aby sa kazdy gén overoval. Preto budu vysledky predpocitané
v databéze a pri vystupe sa pouzije iba ich podmnozina na zaklade konkrétnych para-
metrov poziadavky. Tomu je prisposobeny navrh databazy, ktord je podrobne popisana

v nasledujticej sekcii.

2.3 Struktidra databdazy

Program intenzivne vyuziva pri vypocte databazu. Jej stavba je zobrazena na obrazku

2.1l Do databazy sa ukladaji vsSetky potrebné informaécie o spracovanych génoch a
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po spracovani dat sa v nej nachadzaji data nevyhnutné na ziskanie vysledkov pre
pozadované hodnoty.

Struktiru databdzy mozeme rozdelif na tri ¢asti, ktorych obsah sa plni datami v
jednotlivych fazach. Kazd4 z tychto troch faz moze bezat samostatne bez potreby
spustenia ostatnych. Mnoziny tabuliek, do ktorych sa zapisuju nové data, su medzi
fazami disjunktné.

Vsetky stipce tabuliek obsahujice indexy st pomenované jednotnym systémom.
Ich nézov sa skladd z ndzvu odkazovanej tabulky, ktorému predchddza pismeno "X’ pre
vizudlne odliSenie takychto parametrov.

V prvej faze sa nacitavaji zo siboru pozicie génov a ich Struktira. Stuborov moze
byt viacero a kazdy predstavuje jednu mnozinu génov. Aby sme vedeli oddelit gény
do jednotlivych mnozin, v tabulke Sets ukladdme zdznam o kazdom stibore. Hranice
a pozicie génov sa nachadzaji v tabulke Genes spolu s indexom ich zdroja v tabulke
Sets. Kazdy gén sa skladd z niekolkych exénov, ku ktorym si spolu s ich zaciatkom
a koncom pamitdme v tabulke Exons aj index na prislusny gén. Toto delenie ndm
umoznuje jednoduchy pristup ako ku génom, tak aj ku exénom, z ktorych sa skladaja.

Druhd faza zhlukuje gény do klastrov, pocas nej sa napiﬁajﬁ tabulky Groups,
Grouplists a Clusters. Prva z tabuliek uchovava zaznamy o jednotlivych klastroch,
druha mapuje klastre na mnoziny génov, ktoré su v nich obsiahnuté. V poslednej z
trojice tabuliek sa nachadzaju indexy génov s klastrovym ¢islom, ktoré je rovnaké pri
génoch nachadzajucich sa v tom istom klastri. Kazdy zadznam okrem indexu na gén ob-
sahuje aj index do tabulky Groups, vdaka ¢omu je mozné mat sic¢asne viacero roznych
nezavislych klastrovani nad génmi.

Posledné faza zapisujica do databazy filtruje gény a uklada zaznamy o néjdenych
rozdieloch oproti ocakévanej struktire génov. Zapisuje do tabulky Results zéznam
o vysledkoch pre dany druh, zarovnanie a klastrovanie. Nésledne pre vSetky gény v
danom klastrovani ulozi do tabulky Errors chyby jednotlivych druhov s ich poziciou a
indexom do tabulky Results. Takto vieme neskor vybrat vysledky pre rozne zarovnania,
druhy, aj filtrovat iba urcity druh chyby. Vdaka pozicii chyby v kombindcii s poziciou
génu na chromozéme v tabulke Genes vieme dotazovat aj chyby podla ich relativnej
pozicie v géne.

Program umoznuje pracu s viacerymi nezavislymi sadami dat pomocou oddelenych
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Obrézok 2.1: Névrh databézy, pouzité tabulky a vzfahy medzi nimi.

projektov. Slizi na to hlavng tabulka Projects, v ktorej su definované ich nazvy. Vietky
vyssie zmienené tabulky vzdy patria ku konkrétnemu projektu, ich ndzvu predchddza
nazov projektu nasledovany podéiarkovnikom. Teda napriklad tabulka Genes v projek-
te Turtle bude mat nazov Turtle_Genes. Pri odstrdneni projektu sa okrem zédznamu
v tabulke Projects zdroven zmazd vietky tabulky, ktoré su jeho stcastou. Umoziuje
to pracu viacerych osob sticasne bez toho, aby sa akokolvek ovplyviiovali navzijom vo
svojej ¢innosti.

Vsetky tabulky vytvara program automaticky pri spracovani dét. Potrebny je len
pristup ku databéze, ktory sa nacitava z konfigura¢ného siboru. Pomocou prepinaca
pri sptistani je mozné nastavit iny ako predvoleny konfiguraény stibor a pouzit prihla-

sovacie udaje z neho.

2.4 Nahravanie génov

Prvou fazou celého systému je spracovanie anotacii génov. Ako vstup sa rozoberd

stbor génov vo formate GenePred a overuje sa korektna struktira génov. Stbor po-
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zostava z riadkov, kde kazdy predstavuje jeden gén a obsahuje informécie o jeho pozicii,
pocte exénov, poziciach exénov a dalsie informécie. Pozadujeme, aby sa exény v géne
neprekryvali a zdroveri aby koniec exénu nasledoval za jeho zaciatkom. Dalej pre-
pocitavame dizku exénov, ktoré sa nachadzaji medzi zac¢iatkom a koncom génu, tito
informdciu si aj zaznamendvame. Vyradujeme tie gény, pri ktorych je hodnota nizsia
ako dizka dvoch kodénov. Cielom je vytvorit mnozinu génov, s ktorou sa dé pracovat
v dalsich fézach.

Pre kazdy gén pocitame aj jeho poradie v danej mnozine pre dany chromozoém.
Vzdy budeme pracovat s celym chromozémom uréitej mnoziny génov a teda nacitame
cely rozsah indexov bez medzier. Pri vybere viacerych mnozin naraz pre ne vieme
vypoéitat offsety vyjadrujice pocet génov v predoglych mnozinach. Kazdému génu
takto vieme jednoznac¢ne priradit ¢islo ako sicet offsetu jeho mnoziny a poradia v
mnozine bez ohladu na poradie, v ktorom gény vyberieme. Umozni ndm to neskor
pristup v konstantnom ¢ase z exénov ku génu, ktorého je exén stcastou. Staci si
pamital poradie génu pri exénoch a spoloéné data priradovat do pola na prislusny

index.

2.5 Klastrovanie génov

V genéme sa nachadzaju kédujice tseky, ktoré st sicastou viacerych génov. Jednd sa
bud o prekryvajice sa gény alebo o jeden gén s viacerymi alternativnymi zostrihmi. V
obidvoch pripadoch dochadza k tomu, ze ur¢ita ¢ast ich exénov sa navzéjom prekryva.
Klastrovanie predstavuje rozdelenie mnoziny génov na podmnoziny, ktorych vsetky
exény st navzajom disjunktné. 7 ndjdenych ortolégov potom mozeme vybrat pre
kazdy klaster prave jeden gén. Vyberdme na zédklade poctu organizmov, v ktorych sa
dany ortolég nachddza a sekunddrne potom podla kédovej diiky génov v klastri.
Pouzity algoritmus pre klastrovanie sa skladd z niekolkych krokov. Najprv sa z
exénov vytvori siet, kde kazdy exén moze mat az styroch susedov, ktorych oznacujeme
ako horny, dolny, lavy a pravy. Ziskame ju vzdjomnym spdjanim exénov vertikdlne
a horizontdlne. Dostaneme graf, ktorého jednotlivé komponenty predstavuji hladané
klastre génov. Prechadzame cez exény a oznacujeme ich, pricom rovnakym cislom

oznacime vsetky exény v danom klastri. Néasledne tieto ¢isla namapujeme na gény a
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ziskame findlne data.

Podrobnejsie teraz popiseme konstrukciu siete exénov. Dotazom z databazy dosta-
neme zoznam exénov usporiadany vzostupne podla ich za¢iatku. Prechddzame exény a
zhlukujeme ich do skupin. Zaéneme prvym exénom, ktory bude zakladom pre prviu sku-
pinu. Jeho koniec bude vytvarat hranicu skupiny. Ak dalsi exén v zozname zaéina za
hranicou aktudlnej skupiny, vytvori sa nova skupina a dany exén sa stane jej zakladom.
V opac¢nom pripade, ak dochdadza k prekryvu so skupinou, zaradi sa exén do tejto sku-
piny. Prepoji sa smerom nahor s predchadzajicim exénom a ten naopak smerom nadol
s nim. Ak je jeho koniec vacsi ako hranica skupiny stane sa novou hranicou. Takymto
sposobom prejdeme cely zoznam a vytvorime vertikdlne prepojenia v sieti. Popri tom
si zaroven pre kazdy exén ulozime index génu, ktorého je stcastou.

Néasledne vytvarame horizontalne prepojenia. Mame zoznam génov, ktorych pa-
rameter inicializujeme nulovymi hodnotami. Prechddzame zoznam exénov a aktudlny
index vzdy ulozime ako parameter ku génu, na ktory ukazuje index vytvoreny v pre-
doslom kroku. Tym mame v poli génov vzdy ulozeny index na posledny prejdeny
exén, ktory je jeho sicastou. Ak priradenim nahradime nenulovii hodnotu, prepojime
stary index doprava s novym a naopak novy dolava so starym. Na konci mdme pre
kazdy exén vytvorené spojenia k susedom, ktoré vytvaraju graf s tymito spojeniami
ako hranami.

Teraz si vytvorime dve polia pre exény, v jednom budeme ukladat klastrové éislo a v
druhom jeden zo smerov v sieti. Znovu prechadzame zoznam exénov a zoskupujeme ich
do klastrov. Ked uz mé nejaké ¢fslo priradené, preskoéime dany exén, inak inkremen-
tujeme aktudlne poradové éislo klasteru a priradime ho. Rovnaké ¢islo chceme priradit
aj vSetkym exénom nachadzajicim sa v rovhakom komponente. Prechadzame graf po-
dobnym spoésobom ako bludisko, pricom chceme kazdou hranou prejst prave dva krat
a zéroven navstivit vSetky vrcholy. Pre kazdy vrchol si pri prvom prechode pamétdme
vstupni hranu do neho a dany smer si ulozime ako navratovy. Ten pouzijeme, ak
z vrcholu uz nevedie Ziadna nepouzitd hrana. Inak pokracujeme lubovolnou este ne-
pouzitou hranou.

Ak vojdeme novou hranou do vrcholu s nastavenou navratovou cestou, vratime sa
rovnakou hranou hned spiitne, tymto sposobom riesime cykly nachddzajice sa v grafe.

Na konci sa vratime do pociatoéného vrcholu a cestu uzatvorime. 7 kazdého exdénu
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Obrazok 2.2: Vizualizacia algoritmu. Zobrazena je idealizovand situdacia, graf exénov

na realnych datach nemusi byt planarny
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tymto spésobom vyrazime novou hranou v priemere maximélne dva krat vzhladom na
pocet hran v grafe a algoritmus jeho prechadzania. Postup vytvarania siete a najdenia
cesty v nej je na obrdzku

Uz ndm staci len jeden prechod polom exénov a napamovanie klastrovych éisle na
prislusné gény. Celkovo tak prejdeme vsetky exony dva krat pri vytvarani siete, raz
pri klastrovani exénov a raz pri priradeni vysledkov génom. Pocas klastrovania exénov
prechadzame kazdou hranou siete, tych je vSak nanajvys dvojnasobne oproti poctu
exénov. Cely algoritmus teda pracuje v linearnom case od poctu exénov. Dosiahli sme

to vdaka vhodne zvolenej struktire grafu.

2.6 Filtrovanie génov

Najdélezitejsou stcastou systému je vyhladdvanie chyb v struktire génov. V tejto
faze pracujeme s viacnasobnym zarovnanim a prechadzame postupne sibory, ktoré ho
tvoria. Zarovnanie oCakdvame v Siroko pouzivanom formate MAF. Spracuvame kazdy
blok zarovnania, pricom si udrziavame mnozinu aktivnych génov a exénov, ktoré sa
prekryvaju s nasou poziciou v genéme. Tak gény ako aj exény mame v poli usporiadané
podla ich zaciatku a pamitdme si indexy na poziciu prvého a posledného vyhovujiceho
zo zoznamu. Pre tieto gény overime jednotlivé filtre a zaznamename pripadné chyby.

Predpokladdme, ze jednotlivé bloky idd podla poradia v referenénom genéme a
na zéklade toho vieme uréit chybajtcu ¢ast zarovnania pre aktivne gény. Nésledne
prechadzame bézu po béaze cely blok zarovnania a vykonavame filtre, pre ktoré potre-
bujeme poznat celt sekvenciu. Priebeh spracovania je zobrazeny v listingu .

V tabulke je prehlad filtrov spolu s ich ¢asovou zlozitostou. Zlozitost je ovplyv-
nend tym, ¢o v zarovnani genémov sledujeme. Zélezi dalej od toho, ¢ potrebujeme
prejst kazdy blok, alebo kazdi bazu kazdého bloku. Tiez zavisi od toho, ¢ sledujeme
len hranice génov/exénov, alebo celd ich dizku. Na vypocet st najnaroc¢nejsimi filtre
pre Citaci rdmec a nezmyselné mutacie, kvoli potrebe vypoctu aktualneho citacieho

ramcu pre kazdu bazu kazdého exénu.

28



© 00 N O Ot = W NN

e e e e T e e T s S S S
©O© o0 N O Ot ks Ww NN = O

Listing 2.2: Filtrovanie génov - pseudokod

filtrovanie(klaster, organizmy, maf_priecinok) {
geny_z_databazy(klaster)
foreach maf_subor in maf_priecinok
foreach blok_zarovnania

nacitaj_data

foreach gen in aktivne_geny
test_alignment

test_synteny

foreach baza_bloku

foreach gen in aktivne_geny
prepocitaj_frame
test_start
test_stop
test_splice
test_frame

test_nonsense

Po aplikacii vsetkych filtrov ziskame vysledni mnozinu ortolégov medzi dvojicou
organizmov. Vyradené gény, ktoré nie si ortoldgy, sui oznacené filtrami, ktorych pod-
mienky nespfﬁali. Ziskané ddta je mozné dalej vyuzit pri stidiu evoliicie danych orga-

nizmov, tvorbe fylogenetickych stromov a inych ¢innostiach komparativnej genomiky:.

2.6.1 Zarovnanie a synténia

Zakladnym filtrom je test existencie zarovnania. Bez toho nemaju ostatné filtre vyznam,
pretoze nemaji data, s ktorymi by vedeli pracovat. Zarovnanie génu moze byt po-
kryté jednym alebo viacerymi blokmi. Vyzadujeme pokrytie celého génu, pricom nie-
kolkobdzové medzery medzi po sebe nasledujicimi blokmi s pripustné. Vacsie seky

bez zarovnania zaznamenavame do databazy a povazujeme ich za chybu.
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Tabulka 2.1: Zlozitost filtrov

Filter MAF subor | &truktira | ¢asovd narocnost
Zarovnanie bloky gény mala
Synténia bloky gény mald
Hranice génu bazy gény strednd
Hranice exénov bazy exony stredné
Citaci rdmec bazy bazy exénov velkd
Nezmyselné mutécie bazy béazy exdénov velkd

Pokial je dany gén rozdeleny do niekolkych zarovnanych blokov, dalsim filtrom je
potrebné overit ich vzdjomni poziciu v genéme. V pripade, Ze sa niektoré dva bloky
nachadzaji na roznych chromozdémoch alebo opacnych vlaknach DNA, povazujeme to
za chybu. Takéto iseky nemozu tvorit v danom organizme funkény gén, pretoze gén
musi byt tvoreny jedinou stvislou oblastou v rdmeci jedného chromozému. Pokial bloky
nenasleduju za sebou, prekryvaju sa, alebo st medzi nimi medzery vicsej velkosti, tiez

s tym dalej pracujeme ako s chybou.

2.6.2 Hranice génu a exénov

Dalsou vecou, ktord overujeme v pripade existencie zarovnania, je struktira zarovna-
nej sekvencie. Pozadujeme rovnaké pozicie zac¢iatku a konca génu aj jeho exénov. To
znamena, ze otestujeme triplety na danych poziciach, a pre exény dvojicu béz pred ich
zaciatkom a za ich koncom. Mnozina povolenych sekvencii pre jednotlivé porovnania
je v tabulke Pokial sa hodnota 1i§i od mnoziny pripustnych hodnét, povazujeme
to za chybu. Zaznamename jej poziciu a zaznamename zaroven chybnu sekvenciu béz.
Hodnoty pre triplety a dvojice bazy zalezia od vlakna, na ktorom sa gén nachadza. Ak
je na opacnom oproti referenénému génu tak musime pouzit pre kazdd bazu komple-
mentarnu bazu k nej. Jednotlivé bazy idu navyse v opacnom poradi, na konci génu
je zaciatok a jeho bazy postupujui smerom ku zaciatku génu, kde je v tomto pripade

koniec.
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Tabulka 2.2: Povolené sekvencie baz

pozicia hodnoty - rovnaké vlakno | hodnoty - opacné vlakno
zaciatok génu ATG CAT

koniec génu TAA TGA, TAG TTA,TCA,TAC
zaciatok intrénu GT,GC AC,GC

koniec intréonu AG CT

2.6.3 Citaci ramec

Filter pre ¢itaci rdmec zistuje, ¢ nedoslo na dlhsom tseku v géne k posunu éitacieho
ramcu o ¢islo, ktoré nie je nasobkom troch. Ak sa sekvencia génu v porovnavanom
organizme dostatoéne zhoduje, ale obsahuje v sebe medzeru o velkosti napriklad dve
bazy, velmi pravdepodobne bude narugens funkecia génu. Pretoze aminokyseliny si
kédované v trojbazovych skupinach, takyto posun mé za néasledok tplne novi sekven-
ciu kodénov a tym padom aj vyslednych aminokyselin tvoriacich protein. V principe
existujui pre sekvenciu tri moznosti ¢itania kodénov v zavislosti na mieste, v ktorom
zacneme.

Za chybu povazujeme zmenu v ¢itacom ramci oproti referencnej sekvencii. Preto
sa v exénoch génov zameriavame na oblasti, v ktorych doslo ku indelom v sekven-
cii. Tento typ mutacie sposobuje zmienovany posun ¢itacieho ramca a v zarovnani je
predstavovany medzerami. N&jdené chyby v zavislosti na ich dizke zaznamendvame
dodatabazy.

Pre takito kontrolu potrebujeme prejst vietky bazy exénov a sledovat rdmec v
referenénom aj porovnavanom genéme. Pocitat viak skutoény rdmec by bolo ¢asovo
naroéné. Preto pracujeme iba s oblastami, kde dochadza k vzdjomnému posunu me-
dzi dvojicou retazcov. Sledujeme iba pozicie, kde sa nachidza medzera v prave jed-
nom z genémov. Pre kazdy gén si pamidtame iba tento rozdiel v ¢itacich rdmcoch.
Viaceré takéto tseky idice kratko po sebe povazujeme za jedind chybni oblast s po-
sunom rdmca. Zamedzime tym potencidlnemu rozdeleniu oblasti na vela kratkych,
niekolkobézovych tsekov.

Ked nastane prvy rozdiel, zaéneme pocitat frameshift chybu so zaciatkom na danej

pozicii. Ukonéime ju pri konci samotného génu alebo ak sa rozdiel rdmcov vyrovna
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Obrazok 2.3: Stavovy diagram pre frameshift filter. Epsilon krok sa vykond okamzite,
prechody rovnaké/rozne rozlisuji, ¢ v prave jednej sekvencii sa nachddza medzera

(rozne) alebo nie (rovnaké).
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a bude nulovy. Po vynulovan{ rozdielu nickolko bdz ¢akdme a ak znovu dojde ku
rozdielu, predlzujeme chybu a jej koniec postivame dalej. V opa¢nom pripade chybu na
zaklade jej diiky zalogujeme. Potom dalej prechddzame exény a cakdme na zaciatok
nasledujicej chyby alebo koniec génu. Schéma tohto postupu je znazornena na obrazku

2.0l

2.6.4 Nezmyselné mutacie

Filter pre nezmyselné mutacie preveruje existenciu stop kodénu v exéne génu pred jeho
ocakavanym koncom. V géne k tomu mohlo dojst substitiiciou jednej éi viacerych baz
alebo posunom ¢itacieho ramcu indelom v sekvencii. Prepis takéhoto génu na protein
sa predcasne skon¢i a zvysné aminokyseliny nie su transkribované. Vysledkom by bol
teda znacne odlisny protein. Cim skor v géne sa predéasny stop kodén nachédza, tym
je pravdepodobnejsie, Ze prestal plnit svoju povodni tlohu. Kazdy vyskyt povazujeme
za chybu a zaznamename ju v databéze.

Podobne ako v predchddzajicom filtri, potrebujeme pre kazdua bazu v exénoch génu
pocitat ¢itac rdmec. Vdaka nemu potom moézeme overovat jednotlivé triplety a po-
rovnévat ich so stop kodénom. Triplety, ktoré porovnavame, st rovnaké ako pri filtri
na overenie konca génu a tiez su zavislé od Vfékna, na ktorom sa gén nachadza. Ne-
sta¢i ndm tu vsak, narozdiel od predoslého filtra, vediet iba rozdiel v ¢itacich ramcoch
sekvencii. Musime poznat ich skutoéni hodnotu pocitani od zaciatku génu.

Robit to pre kazdy exén nachddzajici sa na danej baze v prave spracovavanom
bloku by bolo ¢asovo narocné. Namiesto toho pouzivame sposob, pri ktorom pracujeme
iba s jednym c¢islom, vyjadrujucim citaci ramec v referencnej sekvencii od zaciatku
aktualneho bloku zarovnania. Pre kazdy gén si paméatame hodnotu ¢itacieho ramcu, ale
nie tplne aktualnu. Dalej kazdy gén mé este jedno pomocné ¢éislo vyrovnavajice stary
¢itaci ramec s referenénou sekvenciou. Na zaciatku exénu nastavime vyrovnavajice
¢islo tak, aby v sucte s referenénym citacim rdmcom vynulovali. Aktudlny ramec
pocitame ako sucet starého, vyrovnavajiuceho a referenéného. Na konci exénu si vzdy
zapamitdme aktudlny ¢itaci rdmec. Ten sa na zaciatku dalsieho opétovne stane starym
¢islom.

Takto pozname pre kazdy gén jeho citaci ramec na danej pozicii v referenénom

genéme. Pre konkrétny organizmus k nemu este musime pripocitat rozdiel ramcu na
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danej pozicii oproti referené¢nému, tiito hodnotu nam poskytne frameshift filter, ktory

ju pocita. Celkovo teda vyzera vypocet pre konkrétny gén nasledovne:
Aktualny|gen| = Stary|gen| + Vyrovnavajuci[gen] + Blokovy + Rozdiel[gen]
a pri zaciatku exénu sa vyrovnavajuce ¢islo inicializuje vzorcom:

Vyrovnavajuci[gen| = (Stary[gen] — Blokovy) % 3

2.7 Dotazovanie na vysledky

Poslednou fizou a cielom samotného systému je ziskat mnozinu génov, ktoré neobsaho-
vali ziadnu chybu. Vdaka ukladaniu pozicii chyb mézeme filtrovat gény s chybami na
urcitej ¢asti. Pomocou parametru sa d4 nastavit, akd ¢ast od stredu génu chceme bez
chyb, pricom chyby nachadzajice sa celé na okrajoch zanedbame. Tymto sposobom
mozeme dostat viacsiu mnozinu vyslednych génov.

Pre ziskanie vystupu v podobe mnoziny génov je potrebné zadat niekolko ddajov.
Tymi st sady génov, z ktorych triedime, a organizmy, ktoré nas zaujimaju. Iba pre
tito podmnozinu z infomécii v databéze overujeme pritomnost chyb na zvolenej casti
génov.

Pre kazdy gén vratime zoznam organizmov, v ktorych presiel testami. Nastavenim
parametra je mozné zvolit exportovanie tychto génov v podobe viacnidsobného zarov-
nania. Podobne ako pri filtrovani prechadzame povodné MAF sibory a pre aktivne
exény daného bloku kopirujeme ich sekvenciu do retazca prislusného génu. Pre kazdy
organizmus vytvarame vlastny retazec génu. Na zaver tieto retazce prevedieme do
stiborov.

Vyber z filtrovanych génov je mozny bud samostatne alebo v podobe klastrov.
Pri druhej moznosti sa z kazdého klastra vyberie prave jeden gén. Vyber vhodného
reprezentanta klastru sa riadi dvomi pravidlami. Prvym je vybrat gén, ktory spfﬁa pod-
mienky v ¢o najvacsom mnozstve dotazovanych organizmov. Pri zhode nasledne urcuje
poradie dizka kédovaného proteinu. Ak aj tu nastane zhoda vyberie sa ktorykolvek z
génov s najvacsou dizkou. Vyslednd mnozina génov je zavisla od dotazovanej mnoziny

organizmov.
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2.8 Implementacia systému

Popisany systém sme sa snazili vytvorit tak, aby bol relativne rychly. Spracova-
nie celych genémov je ¢asovo znacne narocné a aj pri rovnakej asympotickej ¢asovej
zlozitosti je niekolkondsobny rozdiel vo vykonnosti citelny. Program sme preto im-
plementovali v programovacom jazyku C++, a nie v skriptovacom jazyku. Ako da-
tabazovy systém pouzivame MySQL. Pristupujeme k nemu pomocou LibDBI knizZnice,
ktora vytvara abstraktnu vrstvu nezavisli na konkrétnom databazovom systéme. Vymena
pouzivanej databazy napriklad za PostgreSQL by vdaka tomu bola velmi jednoduchou
zélezitostou.

Pri spusteni je mozné zadaf niekolko prepinacov, ktorymi sa zaddvaji vstupné data,
uréuje féza spracovania a rozne parametre. Prehlad vietkych parametrov, ich popis a
pouZitie, je mozné ziskat prepinacom ”-h”.

Pre program je k dispozicii niekolko zdkladnych nastaveni, ktoré sa daji menit v
jeho konfiguracnom suibore. Nastavenia slizia pre prepojenie s databazou a definiciu
spravania filtrov. Standardny stibor, z ktorého sa nastavenia nacitavaji, je nazvany
”config.txt”. Kazdy riadok predstavuje dvojicu kldé-hodnota oddelené znakom =",
riadok zacinajuci znakom "#” je komentar a nespracuje sa. Zoznam nastaveni je

nasledovny:

db_host adresa databazového servera

db_user meno uzivatela databdzy

db_passw heslo uzivatela databdzy

db_name nazov databdzy, ktord sa méa pouzit

filt _alignment maximalna povolena dizka bez zarovania v géne

filt_synteny maximalny rozdiel medzi dvomi po sebe idicimi tsekmi zarovnania v

porovnavanom druhu oproti referenénému

filt_frame maximalna dlzka sekvencie v géne s posunutym frame-om bez nasledného

vykompenzovania
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Kapitola 3

Vysledky

3.1 Testovacie data

Popisany systém sme spustili na realnych datach pre overenie jeho funkénosti a ziskanie
vystupov. Nagimi vstupmi boli anotdcie ludskych génov zo §tyroch réznych zdrojov.
Zdrojom anotdcii boli ENSEMBL databéza (143 123 génov), UCSC known genes da-
tabdza (77 614 génov), VEGA databdza (96 345 génov) a refSeq databédza (35 606
génov). Po prvotnom prefiltrovani dat ndm zostalo dohromady 218 556 génov tvoria-
cich 20 457 roznych klastrov.

Dalej sme mali k dispozicif viacndsobné zarovnanie niekolkych organizmov ku éloveku.

Tymito organizmami su:

anolis carolinensis (anoCar2), plaz
alligator mississippiensis (allMis0), plaz
python molurus (pytMol0), plaz
chrysemys picta (chrPic0), plaz

gallus gallus (galGal3), vtak
taeniopygia guttata (taeGutl), vtak

ornithorhynchus anatinus (ornAnal), cicavec
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3.2 Dosiahnuté vysledky

Na popisanych datach sme spustili nas program. Nasledne sme exportovali vysledky
tak pre jednotlivé organizmy samostatne ako aj pre vSetky sicasne. Vyber organizmov
moze ovplyvnit vyber reprezentantov z klastrov génov. Vsetky exporty sme robili pre
celé gény ako aj pre gény s okrajmi orezanymi o 5 a 10 percent. Na obrazku mozno
vidiet pocet klastrov, ktoré obsahuju urcity pocet organizmov. Pri orezani okrajov o
5 percent vidno znacny narast vo vsetkych skupinach, pri va¢Som pocte organizmov
je narast vyssi. To vypovedd o mnozstve génov so zachovanou Struktirou okrem start
a stop kodénu, ktoré mohli byt posunuté. Dalsie orezanie na 10 percent prinesie uz
mensiu zmenu v pocte klastrov, pricom rozdiel s poctom organizmov naopak klesa.
V SirSom okraji génov teda nedochadza k takému mnozstvu zmien, respektive zmeny

struktury su aj na dalSich miestach génu.
2500
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Obrézok 3.1: Pocet filtrovanych génov podla poétu organizmov, v ktorych sa
nachédzaji, po zhlukovani do klastrov. Vysledky si robené pre celé gény (0%), ako aj

gény s orezanymi okrajmi (5% respektive 10%)

Pocty klastrov exportované pre samostatné organizmy mozno vidiet na obrazku
B:2 podobne aj pri nich je najvicsia zmena pri uzsom okraji génu. Orezanie o 5
percent pri vSetkych prinesie viac ako zdvojnésobenie filtrovanych génov, néasledné

rozsirenie na 10 percent uz len zlomok rastu. Pocet génov so zachovalou struktirou v
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jednotlivych organizmoch zavisi tak od ich fylogenetickej pribuznosti ako aj od kvality
ich osekvenovania a zarovnania. Vys§i pocet mozno badat u vtdkopyska, aligdtora a

korytnacky, mierne nizsi u dvojice vtakov a zvysnych plazov.
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Obrazok 3.2: Pocet filtrovanych génov v jednotlivych organizmoch, po zhlukovani do
klastrov. Vysledky st robené pre celé gény (0%), ako aj gény s orezanymi okrajmi (5%
respektive 10%)

3.3 Filtrované gény

Spomedzi génov, ktorych struktira bola v nasom systéme zachovand sme vybrali nie-
kolkych predstavitelov. Jednd sa o gény, ktorych produkt md zndmu funkeiu, pricom
sme vyberali len tie, ktoré boli zachované vo vécsine z organizmov. Jedna sa prevazne
o protefny, ktorych funkcia je klicova pre spravne fungovanie procesov v bunke. Tieto
st potrebné vo vsetkych skiimanych stavovcoch a zmeny v nich ¢asto vedu k rakovine
alebo inym poruchdm. Gény kédujuce takéto proteiny preto patria k nadpriemerne

zachovanym aj medzi relativne vzdialenymi druhmi.

ENST00000426215
Beta-katenin

Reguluje koordinaciu medzibunkovej adhézie a génovej transkripcie, ktoré patria k ne-
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vyhnutnym procesom pocas embryotického vyvoja. Prenédsa signaly vnutri bunky, tvori
dolezitt stucast Wnt-signdlovej cesty. [7] T4 je tvorend proteinmi prendsajticimi signali
z receptorov bunky do bunkového jadra, ¢o vedie ku expresii cielovych génov. Kon-
troluje rast bunky a bunkovi diferencidciu. Pripadné poruchy sa ukézali byt pricinou

vzniku rakoviny.

ENST00000402364

Sacsin

Je dolezity pre funkciu centralneho nervového systému. Posobi ako receptor, ktory v
kombinécii s inymi proteinmi ovplyvinuje expresiu Specifickych génov. Porucha tohto
génu zapricinuje Charlevoix-Saguenay ataxiu. Je to dedicné neurologicka porucha de-
generujuca miechu a periférne nervy. Prejavuje sa mimo iné slabou koordinaciou pri

chodzi, svalovou atrofiou.

uc001vin.3
Clen skupiny protocadherinov

Néadorovy supresor, ma vyznamnu tlohu pri riadeni rastu buniek.

uc001vrg.2 / ENST00000375775
Patri medzi skupinu inhibitorov rastu. [6] Pdsobi proti vzniku rakovinovych nédorov.

Mobze vyvolat apoptézu - proces vedtci k smrti bunky.

uc010usd.2

Enzym

Syntetizuje chondroitin sulfat nachadzajici sa na povrchu vécsiny buniek. Tento mé
ulohu pri raste buniek a priestorovej distribiicii buniek pocas embryotického vyvoja -

morfogenéze.

uc001lmwu.3
Rekombina¢ny aktivator
Enzym s dolezitou tlohou v procese VDJ rekombinacie imunoglobulinu a T bunkovych

receptorov. Tieto si nevyhnutnou sti¢astou imunitného systému stavovcov.
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3.4 Porovnanie vysledkov

Dalej sme nase vysledky porovnali so zoznamom ortolégov vytvorenym na zéklade
podobnosti sekvencii. Mnozina génov zodpovedala sade ENSEMBL génov, ktoré sme
pouzivali ako jeden zo zdrojov anotacii. Porovnanie sme spravili pre trojicu organiz-
mov, pre ktoré boli data dostupné - vtéakopyska, zebricku a sliepku. Pre vzajomné
namapovanie vysledkov sme vytvorili skript v jazyku Perl. Podla ndzvu génu sme pri-
radili jednotlivé gény na tie, ktoré sme mali v databaze. Pri malom pocte z nich sme
nenasli zodpovedajtici gén. Porovnanie je mozné vidiet na obrazku .

Velké cast z génov nepresla niektorym z testov v nasom systéme, jednoznacne
najcastejsim dévodom bola chybajica ¢ast zarovnania pre dany gén. Naopak z génov,
ktorych struktira v zarovnani bola zachovand, nebola ¢ast na ziskanom zozname or-
tolégov. Viacsina nami najdenych ortolégov v zozname bola. Z tychto spoloénych génov
sme urcili pocet génov s rovnakou poziciou aj chromozémom v obidvoch zdrojoch. Te-
da vo vstupnom zarovnani aj v zozname, ku ktorému sme sa porovnavali. Za rovnaku
poziciu sme povazovali, ak sa gény na danom chromozéme prekryvali.

Pocty génov s rovnakou poziciou sa znaéne odlisuji podla organizmu. Pri vtdkopyskovi
je ich relativne malo, ¢o je sposobené jeho osekvenovanim. Vicsina génov sa nachadzala
na kontigoch - kratkych tsekoch, ktoré sa nepodarilo spojit pri sekvenovani do chro-
mozémov. Preto nebolo mozné porovnat pozicie ani ich vzajomny rozdiel. Pri zebricke
boli takmer vSetky gény na rovnakej pozicii. Zvysné gény sa nachadzali vynimkou
jediného na rovnakom chromozoéme. V tychto pripadoch sa pravdepodobne jednda o
homologické tiseky v tom istom organizme, ktoré si navzdjom paralogmi.

Komplikécie nastali pri porovndvani sliepky, kde doslo len k zanedbatelnému pre-
kryvu génov. Pri¢inou bolo novsie osekvenovanie ako to, s ktorym sme pracovali v
zarovnani. Pouzili sme preto predoslé data z archivu, pri ktorych sme dosiahli vysledky
podobné ako u zebricky. Rovnako jediny gén sa lisil aj chromozémom, nejednalo sa ale

o rovnaké gény.
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Zaver

Na rozdiel od standardnych pristupov k porovnavaniu na urovni baz respektive ami-
nokyselin sme v tejto praci s génmi pracovali na trovni exénov. Spomedzi podobnych
génov sme tak selektovali tie najzachovalejsie. Vsetky testované druhy boli relativne
dost vzdialené od ¢loveka a pri vietkych bola tato vzdialenost rddovo rovnaks. Pre-
to by mozno bolo dobré systém skusit aj na inych organizmoch. Pri gendme blizsom
¢loveku mozno ocakavat ndrast zachovanych génov.

Vo vysledkoch sme si vSimli zna¢nd variabilitu okrajov génov aj pri inak zacho-
vanych génoch. Bolo by preto vhodné pozriet sa aj za okraje zarovnaného tseku a
ndjst zaciatok a koniec takéhoto génu. Koniec je bud posunuty dopredu vo forme ne-
zmyselnej mutacie alebo dozadu za koniec povodného génu, v obidvoch pripadoch je ho
lahké lokalizovat. So zaciatkom je to komplikovanejsie, pretoze triplet, ktory kéduje,
sa moze nachddzat aj vnitri proteinu.

Pri zarovnani najmé vzdialenych organizmov moézu byt intrény nezarovnané z
dévodu prilis velkych zmien medzi sekvenciami. Dalo by sa to vyriesit tym, ze zo zarov-
nania iba ziskame poziciu génu pre dany organizmus. V pripade zarovnania casti génu k
viacerym vzdialenym oblastiam by sme si pamatali vSetky takéto oblasti. Nasledne by
bolo potrebné spracovat osekvenovany geném porovndvaného organizmu. Vychadzali
by sme z oblasti v zarovnani a na ich miestach overovali struktiru. Takato oblast by
bola tvorend jednym suvislym tsekom. Filtre pre zarovnanie a synténiu by uz neboli

potrebné v aktualnej podobe.
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Dodatok A

CD priloha

Clenenie siborov na prilozenom CD je v prie¢inkoch podla nasledovnej struktiry:
e solution: zdrojovy kod programu, konfiguracny stbor
e input: testovacie data

— genes: subory anotacii génov

— mafs: viacngsobné zarovnanie, obsahuje iba niekolko chromozémov
e results: filtrované gény pre jednotlivé organizmy
e export: vysledné exportované gény zo zarovnania
e compare: sibory pre porovnanie s ENSEMBL databazou

o text: elektronickd verzia tohto dokumentu
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