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Abstrakt v ¢eském jazyce

V této bakalatské praci jsou popsany metody predikce exontll. Prvni ¢ést prace je zaméfena na
rozdil mezi prokaryotickymi a eukaryotickymi organismy, popis struktury DNA a vysvétleni
pojmu exon a intron. Druhy usek teoretické ¢asti obsahuje ¢tyii metody predikce exonti a to
dynamické programovani, neuronové sité, skryt¢ Markovovy modely a diskrétni Fourierovu
transformaci. V praktické ¢asti byl vytvoren program Predikce exonu, ktery vyhledava exony
v nukleotidovych sekvencich a pracuje na principu Fourierovy transformace. Tento
algoritmus spolu s tiemi volné dostupnymi programy byl testovan na 25 sekvencich a

uspésnost jejich predikce byla popséana senzitivitou a specificitou.
Klicova slova v ¢eském jazyce

DNA, exon, intron, transkripce, ab initio predikce, hledani podobnosti, Fourierova
transformace

Abstract in English language

In this bachelor thesis there are described the methods of the prediction of exon. The first part
is aimed at the difference between the prokaryotic and eukaryotic organisms, the description
of the DNA structure and the explanation of the terms exon and intron. The second section of
the theoretic part includes four methods of the prediction of exons namely dynamic
programming, neural networks, hidden Markov models and discrete Fourier transform. In the
practical part there was created the program called Predikce_exonu that searches exons in
nucleotide sequences and works on the principle of the Fourier transform. This algorithm
together with 3 freely available programs was tested on 25 sequences and the success of their
prediction was described by sensitivity and specificity.

Key words in English langugage

DNA, exon, intron, transcription, ab initio prediction, similarity searches, Fourier
transformation
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1 Uvod

Tato bakalarska prace se zabyva metodami predikce exoni. Exony, jakozto kodujici tseky
DNA jsou zachovany ve zralych molekulach mRNA a maji hlavni vyznam pii syntéze
jednotlivych proteinii. Pravé tyto ¢asti jsou pozd€ji exprimovany translaci do
aminokyselinové struktury. Tedy uréenim pozic a z nich nukleotidové slozeni danych exonti,
nalezneme geny a mizZeme urcovat jejich funkce. Pojmem gen budeme oznacovat jen takovou

cast sekvence, ktera koduje bilkoviny. [1]

S vyznamnym pokrokem v oblasti sekvenovani DNA narlistd mnoZzstvi dat (sekvenci)
Vv databazich. V dnesSni dobé existuje mnoho programil zabyvajici se sekvenovanim DNA
riznych organismu, avSak biologicka interpretace nedrzi krok s rychlosti sekvenovani. To
vede ke vzniku velkého mnozstvi surovych dat. Z téchto divodu se vypocetni predikce stava
zdsadni pro automatickou analyzu a popis velkého mnozstvi necharakterizovanych

genomickych sekvenci. [2], [3]

Prvni oddil teoretické €asti je vénovan rozboru problematiky souvisejici se zdkladnimi
poznatky v této oblasti. Jsou zde vysvétleny hlavni rozdily mezi eukaryotickymi a
prokaryotickymi organismy. Dalsi kapitola obsahuje popis struktury DNA, RNA a rozdily
Vv jejich struktufe vztazené k jednotlivym organismim. V nasledujicich kapitolach je
vysvétlen proces transkripce a translace a rozdilny pribéh téchto procest u eukaryotickych a
prokaryotickych organismil, vfetné vysvétleni pojmli exonl a intrond, které patii mezi

zéasadni odliSnosti v DNA téchto dvou organismi.

Druhy oddil teoretické c¢asti obsahuje struéné vysvétleni dvou ptistupid k predikci,
predikce zaloZena na vyhledavani podobnosti sekvence a ab initio pfistup. Dale se zde
nachazi popis ¢ty metod pouzivanych pro predikci exonl a to dynamické programovani,

neuronoveé sité, skryt¢ Markovovy modely a diskrétni Fourierova transformace.

V praktické ¢asti byl vytvofen program Predikce exonu, ktery vyuziva k detekci exonu
metodu Fourierovy transformace. Byla provedena analyza, za ucelem zjistit optimalni
hodnoty délky okna a prahu a s takto zjisténymi vstupnimi hodnotami byl program testovan

na 25 sekvencich.

Druhy oddil praktické ¢asti je zaméfen na vyzkousSeni tii voln€ dostupnych programi pro
predikci kodujicich tusekd, znichz jeden, GenelD, vyuzivd metodu dynamického
programovani a dva, GeneMark.hmm a FGENESH, metodu skrytych Markovovych modeli.
Tyto programy byly testovany na stejné sadé sekvenci jako program Predikce exonu, byla u
nich vypoctena senzitivita a specificita a nasledn¢ byla porovnana UspéSnost jednotlivych

programu.



2 Teoreticka cast

2.1 Eukaryoticka a prokaryoticka buika

Burika je zékladni Zivota schopna jednotka. V bunkach, nebo jejich prostfednictvim probihaji
vSechny zakladni Zivotni procesy. Tyto procesy jsou provadény piimo v nich nebo jsou
uskuteciovany interakcemi mezi nimi. Buniku lze povazovat za individuum, zékladni
strukturni jednotku. Neznamena to, Ze by se dale nedala délit na mensi podstruktury, avSak ty

nejsou schopny samostatného Zivota. Hlavni tikoly buiky se rozd¢luji na dva:

1. Zachovani jeji existence.
2. Reprodukce.

Vsechny procesy v bunice sleduji tyto dva cile. A poruSeni téchto ukold by vedlo k jejimu
zaniku. Veskeré vyzkumy vedly k zjisténi, ze existuji pouze dva typy bunék prokaryotické a

eukaryotické. [4]
2.1.1 Prokaryoticka buiika

Jedna se o buiiku fylogeneticky starSi a rozméroveé mensi v praméru kolem 1 az 5 um, avsak
jsou znamy 1 vyjimky, které dosahovaly mnohem vétsi velikosti. Kolem vétSiny prokaryot se
nachazi bunééna sténa, ktera poskytuje ochranu. Tato sténa vSak neni tvofena celuldzou, jak
tomu je u bunécné stény rostlin, ale tvoii ji specialni latka peptydoglykan. Jeji struktura je
jednodussi. [1]

Jadro, nazyvané nukleoid, neni oddéleno jadernou membranou, ale tvofi jej pouze volné
uloZeny chromozom, ktery se nachdzi pfimo v cytoplazmé. Tyto buiiky také neobsahuji Zadné
organely, které by mély specializované¢ funkce. VéEtSina zastupcii tohoto druhu je
jednobunéénych, ale objevuji se i druhy shlukujici se do takzvanych kolonii, ve kterych

muzeme pozorovat rozdéleni pracovnich roli. [1], [4]
2.1.2 Eukaryoticka bunika

Jedna se o fylogeneticky mladsi buniku, dosahujici vétsi velikosti a to 10-100 pm. Funkci
plazmatické membrany u eukaryot je jak oddéleni celé buiiky od vnéjSiho prostiedi, tak také
rozdéluje vnitini ¢ast buniky na rtizné oblasti tim, Ze ohranicuje jednotlivé organely. Z toho
plyne, ze obsahuje specializované organely. Napiiklad mitochondrie, endoplazmatické

retikulum, chloroplasty a dalsi. [1], [4]

Jadro eukaryotické bunky je oddéleno od cytoplasmy jadernym obalem, coz je dvojita
membrana. DNA je uspofadand do vlaknitého materidlu, takzvaného chromatinu. Ten je
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tvofen oddélenymi strukturami chromozomy, kterych je v jadfe vétSinou vice. Dal§im popis
DNA se nachéazi Vv néasledujicich kapitolach. Ptehlednéjsi rozdil mezi eukaryotickou a
prokaryotickou buiikou je uveden v Tabulce 1. [1], [4]

Tabulka 1 Rozdily mezi eukaryotickou a prokaryotickou burkou. [4]

Prokaryoticka buiika Eukaryoticka buiika
Vnitini prostor Ned¢leny Rozdéleny membranou
Organely Nejsou (ojedin€lé) Jsou (jadro, mitochondrie atd.)
Bunécné jadro Neoddélené Odd¢lené dvojitou membranou
Velikost Mensi Vetsi
Geneticka informace 10°-10" bp2 10%-10% bp2
Pocet chromozomii VétSinou jeden Vice

2.2 Struktura DNA a RNA

Oba typy bun€k maji svou genetickou informaci ulozenou v DNA. Jedna se o kyselinu
deoxyribonukleovou. Jejimi monomery jsou nukleotidy, které jsou tvofeny spojenim pentozy,
organické dusikaté baze a kyseliny fosforecné. Nukleotidy se mohou kovalentné spojovat,
takzvanymi fosfodiesterovymi vazbami, mezi cukrem jednoho nukleotidu a fosfatem druhého.

Timto spojenim vznika z nukleotidl polynukleotid. [4]

U nukleotidii se rozliSuji dva typy pentéz a to: rib6éza V ribonukleovych kyselinach a
dveé skupiny dusikatych bazi, kterymi jsou pyrimidinové a purinové. Jako pyrimidinové se
oznacuji cytosin (C), tymin (T) a uracil (U). Purinové jsou adenin (A) a guanin (G).
Pravidlem je, ze tymin se nachazi jen v DNA a uracil jen v RNA. [1], [4]

Zasadnim rozdilem mezi DNA a RNA je vtom, Ze DNA je tvofena dvéma
polynukleotidovymi vldkny, kterd probihaji vedle sebe a navzajem jsou spojeny vodikovymi
mistky mezi jednotlivymi bazemi a vznika vzdy par cytosin-guanin, nebo adenin-tymin. Tedy
je-li na jednom vlakné pfitomen guanin, na druhém vlakné naproti nému bude cytosin. Toto
pravidlo se nazyva parovani bazi. Ztohoto tfadu vyplyva, ze obé vlakna DNA jsou
odhadnutelnym doplitkem druhého. Proto kazdé ze dvou vlaken mize byt vyuzito jako vzor
pro uspotfadani a vytvoreni nové dvouSroubovice DNA. Diilezité je také poznamenat, Ze mezi
adeninem a tyminem vznikaji 2 vodikové mistky, zatimco mezi guaninem a cytosinem

vznikaji 3 vodikové mustky. [1]
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U DNA se rozliSuji dva typy struktur. Primarni struktura je dana zastoupenim raznych
nukleotidu v fetézci, tudiz jejich sekvenci. Sekundarni struktura vychazi z objevu Watsona a
Cricka. Ti zjistili, Ze oba fetézce DNA, které jsou propojeny vodikovymi mustky, jsou
stoeny do Sroubovice. Nejcastéji se vyskytuje dvousSroubovice pravotolivd. Je znama i
levotociva. Ta se da pozorovat na usecich tvofenych opakujicimi se puriny a pyrimidiny.
V tomto piipadé se jedna o Z-formu. Sekundarni strukturu se da jednoduSe rozrusit,
takzvanou denaturaci, kdy dojde koddéleni fetézcti a to bud cCasteéné, nebo uplné.

Denaturace mutize byt zplsobena napiiklad piisobenim mocoviny, zvySenim teploty atd. [1],

[5]
2.2.1 DNA typicka pro jednotlivé druhy

V piedeslé kapitole byla ve zkratce popsana DNA, dale by bylo vhodné uvést rozdily ulozeni
genetické informace u prokaryotickych a eukaryoticky bunék. V obou typech organismi jsou
geny ulozeny pievazné v takzvanych chromozomech. Diilezité je definovat co se mysli pod
pojmem genom. Slovem genom se oznacuje soubor vSech molekul DNA v buiice tedy jak
DNA genova, tak i negenova. [4]

U prokaryot je genom tvofen jednim prokaryontnim chromozomem a mens$i mnoZstvi
DNA se také nachazi v plazmidech. Prokaryontni chromozom je nejdulezit&jsi cast
prokaryotického genomu, jedna se o kruznicovou molekulu DNA. Jeho soucasti mizou byt i
proteiny podobné histonli a byvad danym mistem pfipojen k plazmatické membrané. U
nékterych prokaryotickych buné€k mize mit velikost az 4,6 milionu nukleotidovych paru. To
by odpovidalo rozmérim az 1 mm. AvSak DNA je v uvniti buiiky sbalena a zabira jen maly
usek. Tento chromozom slouzi k bindrnimu dé€leni. Jedna se o metodu, kterou se nékteré
prokaryotické buiniky rozmnozuji. Tomuto dé&ji predchédzi replikace DNA. Syntéza probiha
vV obou smérech cirkularni DNA od jednoho mista zvaného pocatek replikace. Naptiklad
nékteré bakterie se ve vhodném prostfedi mizou velice rychle mnozit, E. colli kazdych 20

minut. [1], [4]

Témét vSechny geny eukaryotnich bunék jsou ulozeny v chromosomech. Kazdy jeden
chromozom je tvofen jednou molekulou DNA. Uréita Cast geni je ulozena i v mimo
jadernych oblastech a to v mitochondriich nebo chloroplastech. Eukaryoticky chromozom je
znaéné slozitéjsi nez chromozom prokaryoticky, obsahuje totiz velké mnozstvi proteind a je
také mnohem delsi. Kazdy z téchto chromozoml mize dosahovat délky az 100 miliont
nukleotidovych paru, rozvinuty by tak mefil az 6 cm. Naptiklad u clovéka se do jadra musi
vejit vSech 46 chromozoml. Tato nutnost je =zabezpefena diky propracovanému,

viceurovitovému systému sbalovani DNA. [1], [6], [7]
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2.3 Transkripce a translace

Aby byla geneticka informace, kterd je uloZzena v DNA, uplatnéna, musi dojit ke dvéma
déjtim, transkripci a translaci. Transkripce neboli piepis je prvni z nich. Jedna se o syntézu
RNA podle fetézce DNA. Jelikoz i RNA je tvofena sekvenci nukleotidii, dochazi pouze
k sestaveni potadi nukleotidi podle DNA. DNA tedy tvofi takzvany templat, podle kterého se
vytvoii RNA. Avsak tyto dva fetézce nebudou uplné shodné. RNA se od DNA lisi ve dvou
bodech:

1. Cukernatou slozkou v RNA je rib6za (Z toho plyne ndzev ribonukleova
kyselina).

2. Zména v jedné bazi, kdy misto tyminu je pfitomen uracil.
Ale zasadnim rozdilem je, ze RNA netvoti dvojsroubovici. [1], [5]

Pomoci transkripcniho procesu vznika vSechna RNA v bunce. Transkripce zacina
rozvolnénim Gseku DNA. Tento d¢j vykonava enzym RNA polymeraza, a nésledné ptipojuje
RNA nukleotidy podle komplementarity bazi k DNA templatu. Vysledkem je vldakno RNA,
které ma stejnou sekvenci jako komplementarni vlakno k danému templatu DNA. Aby tento
enzym poznal, kde ma zacit, respektive skoncit s transkripci, nachazeji se v sekvenci DNA
useky promotor a termindtor. Dalsi dileZitou poznamkou je, Ze vyslednd RNA nezlstava
pfipojena na templatovou DNA, ale po pfidani jednoho ribonukleotidu dochazi k okamzitému

obnoveni spojeni dvojsroubovice. [1], [5]

V buiice se rozliSuje nékolik typu RNA. Nejveétsi mnozstvi vznikajici RNA je takzvana
mediatorovda RNA (mRNA), jejimz tkolem je tidit nasledny vznik proteinii. Dale existuji
RNA, které maji strukturni a enzymatickou funkci. Ribosomalni RNA (rRNA), kterd tvori
zaklad ribozomul. Transferovd RNA (tRNA), kterd vybird spravné aminokyseliny, podle
sekvence mRNA a zaclenuje je do aminokyselinového fetézce. [5]

Kdyz se vytvoii mRNA, mize se ptejit k samotné syntéze proteinu. Tento proces se
nazyva translace tedy pieklad. Béhem tohoto procesu dojde ke zméné ,jazyku®, kdy je
potieba prelozit sekvenci bazi v mRNA do fetézce aminokyselin v proteinu. V genetickém
kodu je vzdy dand aminokyselina v fetézci kddovana tripletem nukleotidd. K tomuto déji

dochazi na ribozomech. [1]

Ackoli by se podle tohoto popisu mohlo zdét, Ze nebude existovat rozdil mezi transkripci
prokaryotické a eukaryotické bunky neni tomu tak. Jak jiz bylo uvedeno vyse, prokaryotické
buiiky postradaji jadro, to znamena, ze jejich DNA neni nijak odd€lena od ribozomi, na
kterych bude probihat syntéze proteint. V piipadé objeveni volného 5° konce, nasedd na n¢j
ribozom a dochézi k proteosyntéze. U eukaryotické bunky tomu je jinak. DNA je u nich

uzaviena v jadie, proto musi k transkripci dojit tam. A az poté je transportovana malymi pory
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V jaderné membrané do cytoplasmy. Védci vSak zjistili, ze dochéazi k rozsdhlému odstranéni

usek RNA, ktera byla pivodné syntetizovana. Jedna se o takzvany sestiih RNA. [1], [5]
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Obrazek 1 Translace a transkripce prokaryotické buriky. [1]
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2.4 Exony aintrony

Pro dalsi popis rozdilu si je nutné definovat, co znamenaji pojmy exony a introny. Introny
jsou dlouhé useky DNA eukaryotickych buné€k, které nenesou genetickou informaci, nazyvaji
se nekodujicimi oblastmi. Tyto oblasti pierusuji kodujici tseky exony. Dulezitym poznatkem
bylo zjisténi, ze introny jsou oblasti, neptekladajici se do proteinu, ale v prubéhu tvorby
MRNA se vysttihavaji. Tento proces se nazyva splicing. V dnesni dobé je zjisténo jen
minimum informaci o funkci intrond. Jednou z uloh intronti miize byt regulace exprese gent a
to z hlediska Casu, diky tomu, Ze velikost intront je velice rozmanitd, ovliviiuji ndm dobu

transkripce. [6]

V této oblasti se nachdzi zéasadni rozdil mezi eukaryotickymi a prokaryotickymi
organismy, jelikoZ prokaryota neobsahuji introny. Jejich geny nejsou sloZené, ale jsou tvofeny

jen exony. Vyhodou je, Ze genom je krat$i a dochazi tak k urychleni tvorby bilkovin. [4]

2.5 Metody vyhledavani exoni

Diky vzniku programu Human Genome Program (v roce 1990) bylo mnoho organismu
sekvenovano a to jak v fisi rostlin, tak v fisi zvifat. V soucasnosti je spusténo vice nez 50
projektl pro sekvenovani eukaryotickych genomt to je diivodem, Ze se databaze sekvenované
DNA rychle zvétSuje. AvSak biologicka interpretace nedrzi krok s rychlosti ziskavani
surovych sekvenci. Z tohoto divodu existuje velké mnozstvi nepopsanych dat. Vypocetni
genova predikce se stdva zadsadnim nastrojem pro analyzu DNA a slouZi k popsani velkého
mnozstvi necharakterizovanych genomickych sekvenci. V poslednich 20 letech vzniklo

mnoho programl zabyvajicich se pfedpovédi gent. [2], [3]

Z rozdilu mezi obsahem eukaryotického a prokaryotického genomu, uvedeného vyse, je
zfejmé, ze bude pfitomna odliSnost také pii hledani jednotlivych gent.

2.5.1 V genomech prokaryotickych bunék

Vyhledavani genti v prokaryotickém genomu je mnohem jednodussi, a to predevSim kviili
vy$$i hustoté genli a absenci intront v oblastech koédujicich proteiny. DNA sekvence je
transkribovand do mRNA a ta se ptekladd do bilkoviny bez vyznamnych zmén. Vysledkem
tedy je, Ze nejdelsi ORF (open reading frames) zacinajici od prvniho START kodonu az
k nasledujicimu STOP kodonu funguje dobie, ale neni zajist€éno vyhledavani pouze
kodujicich oblasti pro bilkoviny. Nékolik metod pouziva rizné typy Markovovych modeld,
aby bylo mozno zachytit rozdily mezi kddujicimi oblastmi, ,,stinovymi* kodujicimi oblastmi a
nekddujicimi oblastmi. Markovovy modely budou popsany nize. Ve vysledku, jsou programy
vyuzivajici tyto metody schopny identifikovat vétSinu oblasti kodujicich bilkoviny, s vysokou

uspésnosti. [2]
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2.5.2 'V genomech eukaryotickych bunék

Vyhledavéani koédujicich oblasti v eukaryotickych genomech se potykd s docela jinym
problémem. Transkripce je sice zahajena specifickou sekvenci promotort, ale poté musi
nasledovat oddéleni nekddujicich usekt, intrond, z pre-mRNA, tento proces se nazyva sestiih
(splicing). Po tomto kroku nam ziistane jen oblast exond, tedy oblast kddujici proteiny. Kdyz
jsou introny odstranény, vysledna mRNA muze byt pieloZzena do proteinu. Z téchto poznatki

tedy vyplyva, ze ORF musi byt pferuseny pfitomnosti intronu. [2]

Existuji dvé hlavni skupiny metod vypocetni predikce genl. Prvni z nich je metoda
podobnosti, ktera se nékdy oznacuje jako ,,vn&jsi ptistup. Druha skupina je pojmenovana

jako ,,vnitini ptistup® a jedna se 0 takzvané ,,ab initio metody predikce. [2], [3]
2.6 Hledani podobnosti sekvence

Jedna se o pomérné jednoduchy piistup zalozeny na vyhledavani dostate¢né podobnosti mezi
oblastmi analyzované genomové sekvence a bilkovinnymi nebo DNA sekvencemi
ptitomnymi v databazi. Divodem tohoto porovnani je zjistit, zda se jedna o oblast kodujici,
nebo zda se dand oblast piekladd do bilkoviny. Z téchto metod mohou podobnosti s tremi
riznymi typy sekvenci, poskytnout informaci o exonech (intronech). [2], [3]

v

Prvni a nejpouzivanéjsi jsou bilkovinné sekvence. Odhaduje se, Ze na zékladé dostatecné
podobnosti s danou proteinovou sekvenci mize byt identifikovano az 50 % gent. Avsak tento
postup ma i svou nevyhodu. I kdyz se nalezne dostate¢né shoda, sestaveni piesné struktury
genu muze byt stale slozité. [3]

Druhym typem je porovnavani a hledani podobnosti s EST (expressed sequence tags).
EST jsou kratké sub-sekvence DNA, které jsou generovany sekvenovanim exprimovaného
genu. ESTy podavaji informaci umoziujici identifikovat Casti exonil. Nevyhodou tedy je, Ze

jsou ziskany pouze omezené informace o genové struktute, protoze EST odrazeji jen Casti
DNA. [3], [8]

Ve vsech ptipadech hlavni nevyhoda metod hledani podobnosti spociva v tom, ze shoda
nebude nalezena, pokud databaze neobsahuje dostatecné podobnou sekvenci. Také muze byt
problém v dané databazi, kdy nemusi obsahovat dostate¢né kvalitni informace. [3]

Dtlezitd vyhoda vSech téchto strategii je, Ze pfedpovédi jsou zaloZeny na tom, co je jiz
zname a tedy v piipad¢ dobré kvality databazi se ziskava spolehliva predikce, i kdyz jen

Castecna. [3]

16



2.7 Ab initio

Jedna se o souhrnné oznaceni dalsi velké skupiny metod predikce. Slovni spojeni ab initio se
preklada jako od zacatku. Jednd se tedy o metody predikce, které pracuji od zacatku, to

znamena s primarni strukturou sekvenované DNA. [2]
2.7.1 Metoda dynamického programovani (DP)

Dynamické programovani fesi problém piresného identifikovani vnitinich exontl a intront.
Tato metoda vychazi se znalosti, které charakterizuji danou sekvenci. Naptiklad pouziti

kodonu v sekvenci, délkovou distribuci, pravidelnou asymetrii a frekvenci Sestic. [9]

Kterékoli sekvence genomové DNA délky N, mize produkovat dvé polovicni matice,
které se oznaci jako Lga L, ve kterych kazda subsekvence za¢ina na pozici i a kon¢i na pozici
J, ziska se tedy odpovidajici matice Lg (i,j) a Li(i,j), které predstavuji logaritmickou

pravdépodobnost, Ze je subsekvence exon nebo intron. [9]

Kdyz je ziskana takova to matici, lze pouzit dynamické programovani, k nalezeni
optimalnich vzorid pro sestfih na zdkladé dikazli ztéchto matic. Pomoci dynamického
programovani Se prosazuje omezeni, ze introny a exony se stfidaji v premRNA a jsou vedle
sebe. Vysledkem DP jsou dva vektory, oznacené jako Dg a D, jejichz kazdy prvek obsahuje
skore pro nejlepsi moznou kombinaci intronti a exont koncicich na pozici j. Tyto skoré se daji

vypocitat pomoci rovnice:
Dp(j) = max{max; 5P [Lg(k,j) + Dy(k — 1 1)[9
e() k:2—>j—m[ ek, j) i )] (1) [9]

D, Ize vypocitat obdobnym zptsobem. Existuji jen tfi moZné vysledky této rovnice:

1. De()) = Le (L))
Tento vysledek tika, ze segment od 1 do j pfesné definuje exon.

2. Dg(j) = maxy.pj—m[Leg(k j) + Di(k — 1)]
Segment od 1 do j kon¢i vexonu. De (j) pak udava skore pro nejlepsi
kombinaci exont, Lg (k,j), a nejlepsi kombinaci konct intronti na pozici k-1,
coz udava Dy (k-1), které se uruje diive. Dy (k-1) muize nabyvat i nulovych
hodnot, v pfipadé€, ze zadné introny nepredchazeji exoniim na pozici K.

3. De())=0
Jedna se o posledni moznou hodnotu, jaka pomoci DP miize vyjit. V tomto
pfipad€ jsou obé¢ ptredchozi moznosti negativni. Neexistuje tedy kombinace

sekvenci s exonem konc¢icim na pozici j. [9]

Shrnutim vyse uvedenych pravidel vede k zjisténi, ze Dg (j) udava skore pro nejlepsi

vnitini uspotradani intrond a exond s exonem konéicim na pozici j. [9]
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2.7.2 Metoda skrytych Markovovych modeli (HMM)

Tato metoda patfi do skupiny metod souhrnné oznacovanych jako vnitini obsahové cidla.
Pivodné byly tyto metody definovany pfedevsim pro prokaryotické genomy, ve kterych jsou
pfitomny pouze dva typy regiont a to regiony kodujici protein a mezigenetické regiony. U
prokaryot geny definuji nepferusSeny koédujici usek, ktery nesmi obsahovat STOP kodon. Zde
se tedy nabizi jednoduchy piistup, ktery by vedl k nalezeni potencidlnich kodujiciho useku a
to pouziti dostatecné dlouhého useku otevieného Cteciho ramce, ktery by neobsahoval STOP
kodony. To by tedy znamenalo objeveni sekvence mezi START a STOP kodony. To vsak
neleze pouzit pro eukaryoticky genom, kde piekladajici se useky, exony, jsou kratké a
absence STOP kodont ztraci smysl. Z tohoto diivodu je nutné zavést dalsi opatieni, které se
snazi blize charakterizovat fakt, Ze sekvence je kodujici pro protein: pouziti kodonu, frekvenci
Sestic (to znamend pouzit slovo délky Sesti nukleotidd). Bylo zjisténo, Ze pravé pouziti

frekvence Sestic je nejvice diskriminujici mezi koédujicimi a nekodujicimi Gseky. [3]

Pted definovanim HMM je nutné definovat nékolik dal§ich pojmii a to predevSim
Markoviav fetézec. Ukolem tohoto fetézce je vytvofit pravdépodobnosti model dané sekvence.
Tento model vychazi z predpokladu, Ze pravdépodobnost vyskytu jednoho nukleotidu zavisi

na pravdépodobnosti nukleotidu piedchoziho. [16]

Obrazek 3 Markovuv fetézec. [16]

Na Obrazku 3 lze vidét graficky model Markovova fetézce, u kterého kruhy charakterizuji
Styfi mozné stavy: v tomto piipadé A, C, G a T. Sipky popisuji mozné prechody mezi stavy.
Kazdy tento piechod je charakterizovan piechodovou pravdépodobnosti as=P (Xj=t|x;.1=S).
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Markoviv fetézec prvniho fadu je systém (S, A), ktery se sklada z koneéného mnozstvi
stavli S= {S1, S..., sn} a pfechodové matice A= {a}, kde plati Y ;csass = 1 pro vSechna
s patfici do S. Timto je uréena pravdépodobnost pfechodu s—t, jako: P (Xj+1=t|xj=s)=as. Tedy
v kazdém okamziku i se nachazi fetézec ve stavu X; a fetézec se méni na stav Xj+1 podle dané

pravdépodobnosti. [16]

Avsak je nutné pamatovat, ze tento fetézec =zacind ve stavu X; S pocatecni
pravdépodobnosti P (X;1). Z tohoto diivodu je potieba do modelu piidat pocate¢ni stav, ktery se
oznacuje jako ,,b* a plati xo=b, P (x;=Ss)=abs=P(s), kde P (s) je takzvana pravdépodobnost
pozadi symbolu S. Obdobn¢ je popsan i konec sekvence pomoci koncového stavu “e*, ktery
popisuje pravdépodobnost, Ze skon¢i praveé v tomto stavu. P (X =t)=ay.. [16]

V piipadé exonu lze vypocitat pravdépodobnost, zda sekvence pochazi z exonu, proti
pravdépodobnosti, zZe nepochazi. Nejprve je dilezité urcit piislusné prechodové matice. Tyto
matice muzou byt vypoditany z trénovaci sady dat. Matici pfechodu pro sekvenci DNA, ktera
pochazi z exonu, je oznacena A™ a stanovena jako:

af, = <= )

st Zt' C;t',
kde ¢y je pocet pozic v trénovaci sadé, ve kterych je stav s, nasledovan stavem t. Podobné je
vyjadiena pfechodova matice A", ktera obsahuje prechodové pravdépodobnosti pro ptipad, Ze

sekvence nepochazi z exonu. [16]

Nasledné je ur€ené skore, které udava, zda dany usek sekvence pochézi z oblasti exonti ¢i

nikoli. V piipads, Ze ano: P(x|model®) =[lj_.,af,, a pro druhy piipad plati:

P(x|model™) = []t, Ay,x,,,- Celkové skore pak je vypocitano podle vzorce:
_ logPllmodel) _ sy o Sixia

Cim vyssi bude toto skore, tim vysi je pravdépodobnost, Ze X pochézi z exonu.[16]

Skryty Markovilv model lze definovat nésledujicim zplsobem. Jedna se o
pravdépodobnostni stavovy model, ktery se skladd z konecného poctu stavii, z nichz kazdy
muze emitovat symbol z konecné abecedy s pevné stanovenou pravdépodobnosti mezi témito
symboly a sadou ptechodli mezi témito stavy, které umoziuji model ménit po kazdém
emitovaném symbolu. Skrytym se nazyva proto, ze zvenku se neda piesné zjistit stav, ve
kterém se nachazi, ale dostdvame informace o vystupu, ktery nastava s urcitou
pravdépodobnosti. Kazdy krok ma vystup v podobé daného symbolu. A pro kazdy stav je
dana pravdépodobnost pro vyskyt konkrétniho symbolu na vystupu. [15]
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Takovyto model je ziskan spojenim dvou Markovovych fetézctu, které jsou vysSe
pojmenovany jako model (nekodujici usek) a model® (kodujici). [16]

Viditelny stav

QQQQ e {0

Kédujici
usek

Skryty stav

. " Nekodujici % 7
usek

N
/
Obrazek 4 Skryty Markovav model.

Obecné je skryty Markoviiv model popsan jako systém M=( 2, Q, A, e), kde
2 je abeceda znaki (v tomto piipadé A, G, C, T)
Q je sada stavi (zde kodujici (A+, G+, C+, T+), nekodujici (A-, G-, C-, T-))
A matice pfechodovych pravdépodobnosti (A={ax})
e matice emisni pravdépodobnosti. [16]

Z Obrazku 4 je tedy patrné, ze pomoci HMM lze ziskat pravdépodobnostni model
nukleotidii, ale uz se nedé zjistit, zda dany nukleotid pochéazi z kodujiciho tseku nebo useku
nekodujiciho. Pro zjisténi, z jakého stavu pochazi dany nukleotid, musi byt pouzit Viterbiho
algoritmus. [16]

2.7.2.1 Viterbiho algoritmus

Pokud je ur¢ena sekvence symboli X' (v tomto piipadé A, C, G a T), existuje n¢kolik cest pies
skryté stavy, které vedou k dané sekvenci, avsak tyto cesty nemaji stejnou pravdépodobnost.
Viterbiho algoritmus je algoritmus dynamického programovani, ktery umoziuje vybrat
nejpravdépodobnéjsi cestu a to podle rovnic 4 a 5. [16]
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n* = arg max, P(x, ). 4)

Pokud jsou zvoleny uvodni symboly (X1, X2, ..., xi), poté Vk(i) oznacuje pravdépodobnost, ze
nejpravdépodobnéjsi cesta je ve stavu K, pfi generovani symbolu xi na pozici i. Pak:

v (i + 1) = e;(x;41) Maxgeq (Vi (Daky), (5)
kde vi(i) se nazyva viterbiho proménna. [16]

Vstup: Vstupem do viterbiho algoritmu je pravé HMM M = (2, O, 4, e) a
symbol sekvence x.

Vystup: Vystupem je nejpravdépodobnéjsi cesta oznacovana z*
Zacatek (i=0): v(0)=1, v(0)=0 pro k£0
Pro vSechny i=1...L,1 € Q: v;(i) = e;(x;) maxyeq (Vi (i — 1)ay;)

ptri(l) = arg maxeq (v (i — 1)ay;)

Ukondeni: P(x,m") = maxyeq (Vi (L)ayo)

T = argmaxyeq (Vi (L)ako)

Je ziskana nejpravdépodobnéjsi cesta skrytymi stavy, a tedy zjisténo, ktery nukleotid v dané

sekvenci pochazi z oblasti kodujici respektive z oblasti nekodujici. [16]

2.7.3 Neuronova sit’ (NN)

V ptipadé, Ze se pouzije DP se souborem libovolnych pocatecnich vah, jejichZ velikosti
v pribéhu predikce se neméni, nemusi se podafit zpracovat sekvence spravné. Pro piesnéjsi
predikci tedy muze byt pouzita metoda neuronovych siti, jejichz jedna z vlastnosti je i
moznost predikce. Zde se vyuzivaji takzvané aproximatory, jedna se o sité, které si vytvofi
vlastni funkéni model podle vstupnich informaci, ktery aproximuje funkci skuteéného
systému. Pravé tato vlastnost umozni siti predikovat. Hlavnim typem této sit¢ je takzvana
vicevrstva perceptronova sit, kterda mize byt znamd pod zkratkou sit' BP (ndzev pochdzi
z anglického spojeni back propagation, sit’ se zpétnym Sifenim), piiklad takovéto sité¢ se 4
neurony je na Obrazku 5. Sila této metody spociva praveé v chybach, které se vraci zpét na
ucebni algoritmus, na kterém dochazi k jemnému doladéni velikosti vah, toto ladéni vede
k zlepseni predikce. Chyba této sité se po¢ita od vysledku. Sit’ se tedy uéi s uéitelem. Ukolem
tohoto postupu je nalézt optimalni hodnoty pro vahové vektory w. Aby sit’ v budoucnu

spravné pracovala, musi byt natrénovana, K tomuto kroku je potfeba mit takové vstupy, o
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kterych je znamo, do které t¥idy patii. Bude potieba trénovaci dvojice a to vstupni vektor a
pozadovanou odezvu. [9], [11]

3. Dopredné Sifeni: Uprava vah

ﬁﬁedné SiFeni: vypocet v?stupm

w3ta_3 w1
x1 N N vl
oS

x2 v2
w4a, theta_4 w2, theta_2
Distribucni 1. vrstva 2. vrstva
vsrtva {(skryta) (vystupni)

-~ A

2. Zpétné Sireni: vypocet chyby vsech neuront

Obrazek 5 Algoritmus zpétného Sifeni chyby. Pfiklad sité BP s 4 neurony. [14]

Véhy v druhé vrstvé se vypocitaji jednoduSe, pomoci delta pravidla, jelikoz je znam
pozadovany vystup a také vstup sit€. Vahy neurond 3,4 se urci pomoci algoritmu zpé&tného
Sifeni chyby. Uceni neuronové sit€ probiha v epochach, jedna se o ukazani vSech dvojic
neuronové siti a upravovani vah. [9], [11], [14]

Je dan vektor Ty (a, b), které reprezentuje skoré pro danou statistiku i (naptiklad pouzité
kodonu, délkovou distribuci nebo pouZiti Sestic) exonu zac¢inajiciho na pozici a a konc¢iciho na
pozici b. Toto ¢islo je uloZeno ve vrstvé i matice Tg a musi byt pocitano pouze jednou béhem
trénovaciho procesu. Obdobné je ziskan T, (a, b), reprezentujici skore pro statistiku i danou
intronem, ulozené ve vrstvé | matice T,. Dale je zavedena matici Lg, ktera bude obsahovat
hodnoty pro exony zacinajici na pozici a a kon¢ici na pozici b. Tuto hodnotu Ize vypocitat
jako vahovany soucet vSech statistickych prispévku podle nasledujiciho vzorce:

1
T 1te Ziwxi (Txilab)+cyy) (6)

Lg

kde wy; je hodnota vahy a ¢ je predsudek pro statistiku i. [9]
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spravné I

1 N
a" b’ c’ d’ e

i i i
Nespravne ity

Obrazek 6 Prfiklad sekvence. V horni €asti obrazku je spravné feSeni, pod nim je nespravné. PIné obdélniky
odpovidaji exondm, prazdné intronim. [9]

Pomoci takto ziskané informace z Lg a Ly metodou dynamického programovani je zjisténo
nejvyssi mozné skére kombinaci sousednich nepiekryvajicich se intron a exont. Jako ptiklad
Ize pouzit spravné a nespravné feseni v Obrazku 6. [9]

Vysledek pomoci dynamického programovani pro jednotlivé eSeni je roven:
D(aktualni) = Lg(a,b) + L;(b+ 1,c — 1) + Lg(c, d). (7)

D(nespravné) = Lg(a',b’) + L;(b,+1,c' — 1) + Lg(c’,d") + Lg(d' + 1,e' — 1). (8)

Ukolem tedy je najit vhodné vahy a predsudky statistik aby platilo:

D(aktudlni) > D(nesprdvné)

Cilem je dosazeni stavu, kdy aktudlni struktura genu bude mit vétsi skore nez pripadné mozné
nespravné feSeni. Toho I1ze dosahnout pomoci NN, které hleda optimalni vahy tak, aby byla
splnéna podminka D(aktudlni) > D(nespravné). Vstupem do neuronovych siti je rozdil mezi
sumou skore pro kazdou statistiku pro spravni a nespravné feseni. Vysledkem jsou hodnoty
pro exony a pro introny. [9]

Exony: AT,; = Ty; (a, b) + Ty (C, d) — Tyi (Cl’, b’) — Tyi (C,, dl) (9)
Introny: AT,; =T,;(b+1,c—1) = Tu(b'+1,c'=1) —T,(d" +1,e' - 1). (10)
Trénovani neuronovych siti:

1. Nastaveni nahodnych véh.
Sestaveni matice T pro kazdou sekvenci. (jedna se o fadu ¢isel, ktera statisticky
klasifikuje dané subregiony)
3. Vytvoreni matice L pro kazdou sekvenci. (obsahuje vahované slozky skore
Z odpovidajicich ¢asti matic T)
4. Spocitani hodnoty D pomoci dynamického programovani ze souboru L matici.
5. Zjisténi, zda je dosazena dostate¢na piesnost.
Pokud ano: Uceni sité je ukonceno.
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Pokud ne: Uceni pokracuje dale.
6. Trénovani neuronové sité.

7. Aktualizace vah podle vysledkt z predchoziho trénovani.
8. Pokrac¢ovani bodem 3. [9]

2.7.4 Diskrétni Fourierova Transformace (DTF)

Je dobie znamo, Ze sekvence DNA koédujici protein vykazuji periodicitu rovnou 3, kvuli
kodonové struktufe zapojené do translace.[1] Dulezité zjisténi bylo, Ze u eukaryotickych
bun¢k se tato periodicita vyskytuje v exonech, zatimco v intronech se nevyskytuje viibec.
Problém vSak nastava u prokaryot, ve kterych se periodicita projevuje i mimo kddujici oblasti.
V piipadé eukaryot, periodicita charakterizuje oblasti kodujici proteiny. Z tohoto divodu se
da DFT vyuzit jako identifikator genti u eukaryotickych organismu. [1], [2], [10]

Diskrétni Fourierova transformace se vyuziva pro zpracovani periodicity. V piipadg, ze je
dana DNA sekvence délky N, da se ptedpokladat ua (n), ur (n), uc (n) a ug (n), jedna se o 4
indikacni vektory, které reprezentuji pfitomnost nebo nepiitomnost dané¢ho nukleotidu na

pozici n. Aplikovanim DFT na tyto indika¢ni sekvence ziskame 4 spektralni reprezentace a to
Ua (k), Ut (k), Uc (k) a Ug (k). [2]

Rovnice pro diskrétni Fourierovu transformaci:
Uxlk]l = Xnzgux - (n) - e JZmkn/N, (11)

kde N je délka okna (tedy cast sekvence pro, kterou se pocita DFT),
k je koeficient spektra z intervalu 1 az N/2,
J je imaginarni Cislo,

ux (n) je n-ta hodnota v indika¢ni sekvenci vymezené oknem N. [10]

Celkové (vykonnostni) spektrum dané DNA sekvence je definovano takto:
Skl = [Us(R)I2+1Uc () ? + 1Ug (k)2 + [Ur(K) . (12)

V kodujicich regionech DNA, ma S (k) pik na frekvenci k = N/3, zatimco v nekodujicich
oblastech nejsou pfitomny Zadné vyznamné piky. Velikost piku je pak zavisla na typu genu.
Je dulezité dodrzet pravidlo, Ze k miize nabyvat pouze hodnot N/3. Posouvanim okna podél
sekvence je obdrzen obraz zmény S [N/3] podél sekvence. Velikost okna musi byt vhodné
zvolena. Pfili§ velké okno zplsobuje prodlouZeni vypocetni doby a sniZzuje rozliSeni pro

predikci exonu. VétSinou se N voli ve stovkach az tisicich. [1], [2], [10]
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3 Prakticka cCast

3.1 Program Predikce_exonu

Program Predikce_exonu byl vytvotfen v prostfedi MATLAB R2010b. Jeho hlavni ¢ast byla
realizovana v grafickém prostiedi GUIDE. Ukolem programu je naéist a zpracovat sekvenci
DNA. Sekvenci nacte z FASTA souboru, ktery si uzivatel zvoli, nebo lze sekvenci zadat
ruén¢ do pripraveného okna. Jako vysledek program vypiSe pozice zacatki a koncu
detekovanych exond, spolu s jejich délkou. Tyto vystupy lze ulozit do Excelu ve formatu .xIs.
Program dale vykresli vykonnostni spektrum sekvence, jehoz dilezitost je popsana nize.
Dalsim grafickym vystupem programu je zména vykonnostniho spektra podél sekvence pro
frekvencni koeficient 3, podle n¢hoz se urCuji pozice exonu. Poslednim grafem, ktery
program vykresli, je zobrazeni pozic detekovanych exonll. Zavérecna ¢ast programu se vénuje
zobrazeni bazi sekvence, ktera se da prohliZet v rozsahu 40 nukleotidi. Nalezené tiseky exonti
jsou barevné odliSeny a to ¢ervenou barvou. Pomoci tlacitek se uzivatel mize piesouvat po
sekvenci o vétsi pocet nukleotidd na pozadované pozice. V nasledujicich kapitolach je uveden
podrobny popis programu a uzivatelského prostfedi. V piiloze B se pak nachazi manual
k programu.

Predikce_exonu

VioZ sekvenci
— Hiavni panel.

Délka okna

390

Vstupni parametry

Velksost prahu

1815

GGCTGGAGCCGECCAGBGTTCGCCGBLGAGCGBLGCAGGLCAGCGACCACCEBLLAGCGCGCAGCGTACCCCGBAGCCAGGLTCCCACGGGLCTGAGACCGGCAGTATCCGLATCA

Jméno sekvence v souboru

Doporugena
7] velkost
prahu

7 Doporuzena
déka okna

Délka sekvence 2258
Pik pro kontrolu periodicity 3

Vistupy

Nakresli grafy
Wypi§ pozice

Zacatek Konec  Délka exonu

350 952 602
1284 2213 929

Naéti sekvenci ze souboru

Arthrobacter crystaliopoietes 4 fasta

x10*

Amplituda spektra [-]

0 oos 0.1 015 02 0.25 03 035 04 045 05 0
Frekvence [Hz]

1000 1500
Pozice v sekvenci [bp]

2000

5000 [ B
4000 |- N
ol M |
2000 = =

WUUU ~
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Amplituda spektra pod. sek. [-]

0 500 1000

Barevné rozligeni Pozice v sekvenci [bp]

UloZit pozice do excelu

’VCCAAAAGCCGGACAATTGTCGCC___CCCG‘.'

330

Vypis baze

Obrazek 7 Celni panel programu Predikce_exonu s vypln&nymi vstupy a vystupy.

3.1.1 Nacéteni sekvence

V programu Predikce_exonu byly vytvofeny dvé moznosti jak zadat analyzovanou sekvenci.
Prvni z nich je sekvenci ru¢né vypsat do edit okna. Tento zplsob je vSak Casové naro¢ny a

uzivatel se zde mlize dopustit mnoha chyb.
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Druhou, lepsi moznosti je nacist sekvenci ze souboru a to ve forméatu FASTA. K tomuto
ukolu slouzi tla¢itko Nacti_sekvenci. Stisknutim se spusti funkce NactiSoubor. Tato funkce

ma dva vystupy a to ndzev sekvence a samotnou sekvenci.
3.1.2 Ovéieni periodicity 3 v sekvenci

Jak jiz bylo popsano v teoretické ¢asti, v odstavci 2.7.4 o Diskrétni Fourierové Transformaci,
zékladni podminkou pro moznost vyhledavani exoni pomoci této metody je ptredpoklad, ze
exony obsahuji periodicitu rovnou 3. Program Predikce_exonu vykresluje vykonnostni
spektrum testované sekvence, ze kterého je mozno zjistit, zda se v této sekvenci vyskytuje
potfebna periodicita 3. Vykonnostni spektrum se vykresli pomoci tlacitka Nakresli_piky,
kterym se spusti funkce Nakresli_piky Callback. V této funkci je vnofena dal$i funkce
vypocet_piku. Jejim tikolem je vypocet vykonnostniho spektra.

vypocet_piku(sek)
1 L « délka sekvence
2 fork<1ltoL/2

3 n <« vektor délky L s linearné rozloZzenymi body mezi 0 a L-1, v€etné téchto
bodu

4 sumaApk «— X(ua.*exp(-2*i*pi*k*n/L))

5 sumaCpyg «— XZ(uc.*exp(-2*i*pi*k*n/L))

6 sumaGpy < Z(ug.*exp(-2*i*pi*k*n/L))

7 sumaTpy «— Z(ut.*exp(-2*i*pi*k*n/L))

8 sumapik < |[(sumaAp)|.2 + |(sumaCp)|.~2+ |(sumaGp)|.~2 + |[(sumaTp)|."2

9 return sumapik

Kde sumaAp, sumaCp, sumaGp a sumaTp jsou matice frekvenénich koeficientu
ua, uc, ug a ut jsou jednotlivé binarni reprezentace

sumapik je vektor hodnot odpovidajici vykonnostnimu spektru sekvence.

Po vykresleni vektoru hodnot sumapik, je mozno pozorovat, zda se v sekvenci vyskytuje
perioda rovna tfem. Velikost piku také udava, jak je tato periodicita vyrazna. V piipadé, ze se
zde periodicita 3 nevyskytuje, ptipadné by jeji velikost byla nizka, musi se uvazit, zda ma
smysl pokracovat ve vyhledavani exonti touto metodou. Existuje vSak ptipad, ze by exony
byly kratké a mezi nimi hodné dlouh¢ introny, v tomto ptipadé by pik 3 nemusel byt vyrazny,
avSak metoda by fungovala. Na Obrazku 8 je piiklad, kdy se ve vykonnostnim spektru
vyskytuje vyrazny pik odpovidajici periodicité 3.
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Amplituda spektra [-]

02 025 03 035
Frekvence [Hz]

Obrazek 8 Priklad spektra sekvence.

3.1.3 Vyhledavani exonii

Stisknutim tlacitka nakresli_grafy se spusti vnofena funkce fourier_hledani, tato funkce tvoii
zaklad celého programu. Aby funkce spravné fungovala, potiebuje vstupni data, kterymi jsou
sekvence a parametry, které jsou vloZzeny uzivatelem v edit policcich okno a Prah. Tato
policka je nutné vyplnit. V ptipad¢, ze by takto nebylo ucinéno a policka by nebyla vyplnéna,
nebo by byla vyplnéna Spatné, vysko¢i upozornéni, které bude odkazovat na chybu.
Parametry jsou zadavané v datovém typu string, proto je potieba je ihned pievést na format
double. Poté je mozné je nacist do funkce, spolu se sekvenci, kterou jsme ziskali nactenim

nebo vepsanim, podle kapitoly 3.1.1.

Ukolem funkce fourier_hledani je nalézt pozice exontl v zadané sekvenci. Hned na
zacatku je nutné pfevést sekvenci na numerickou reprezentaci, v tomto piipadé 4D binérni
reprezentaci, tato metoda vytvoii Ctyfi indikacni vektory, vzdy jeden pro dany nukleotid, které

indikuji pfitomnost ¢i nepiitomnost daného nukleotidu na pozici n:
u,[k] = 1 jestlize s[k] = X, (13)
kde s[k] pro £ = 0,1,...,N-1 je symbolicka sekvence o délce N.

Z takto ziskanych binarnich reprezentaci program spocitd zménu vykonnostniho spektra

podél sekvence pro koeficient k = N/3.

1 forq«<1ltoK
2 forn—1toN
sumaAg < sumaAg+uapom+n*exp(-2*i*pi*k*(n-1)/N)
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sumaCyq «— sumaCy+ucCoom+n*exp(-2*i*pi*k*(n-1)/N)
sumaGq «— sumaGg+ugpom+n*exp(-2*i*pi*k*(n-1)/N)
sumaTg «— sumaTq+utpomn*exXp(-2*i*pi*k*(n-1)/N)

pom<«—pom+1

8 suma«|(sumaA)|.~2+|(sumaC)|. 2+|(sumaG)|. 2+|(sumaT)|.*2;

9 return suma

~N o o1 &~

Kde sumaA, sumaC, sumaG a sumaT jsou matice frekven¢nich koeficientu
ua, uc, ug a ut jsou jednotlivé bindrni reprezentace
pom je pomocnd proménna

suma je vektor hodnot odpovidajici prib&h vykonnostniho spektra podél sekvence.

A pravé ztakto ziskaného vyvoje vykonnostniho spektra podél sekvence je algoritmus
schopen ziskat pozice exont. V tomto kroku, vypocétu vykonnostniho spektra podél sekvence,
je program velice ovlivnén uzivatelem, jelikoZ je potieba vhodné zvolit délku pouzitého okna
a velikost prahu. Existuji dv€é moznosti. Je ruéné zadana hodnota délky okna a program
pracuje s touto hodnotou. Nebo je vyuzita doporucena hodnota okna, ktera byla zvolena na
zakladé provadéné analyzy, ktera je popsana v Kkapitole 3.2. V této Casti je podrobng&ji
uvedeno, jaké hodnoty okna jsou vhodné, musi byt v§ak splnéna podminka, ze délka okna je

délitelna ttemi. Doporucena velikost okna je vybrana pomoci checkbutton Dop_delka_okna.

Obdobny princip je pouzit u volby velikosti prahu. Uzivatel md moZnost zadat vlastni
velikost prahu, ale také, pomoci checkbutton Dop_hodnota_prahu, muZze nastavit hodnotu
doporucenou, ktera vychazi z analyzy programu a je zvolena na hodnotu max (suma)/3. Pti
téchto hodnotach dopadla analyza programu, provedena na 4 sekvencich, nejlépe. AvSak
program ponechava moznost volby i na uzivateli, pro ptipad, ze by vyhledavani nedopadlo
uspokojive.

Po zvoleni okna a prahu program spocita vyvoj vykonnostniho spektra podél sekvence
pro koeficient k = N/3. Takto ziskané hodnoty program vykresli. Nasledn¢ ma uzivatel
moznost upravit hodnoty okna a prahu a znovu nechat spocitat a vykreslit vykonnostni
spektrum podél sekvence. Piiklad vykresleného vykonnostniho spektra je zobrazen na
Obrazku 9.
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Obrazek 9 Prubéh vykonnostniho spektra podél sekvence pro k=N/3 a prahu.

Dalsi ¢ast programu fourier_hledani je zamétena na detekci pozic zacatkd a konct exont.
Jedna se o prosté podminky, kdy program, jako zacatek oznaci pozici, kdy hodnota suma
v daném bod¢ je mensi nez hodnota zvoleného prahu a zaroven hodnota suma na pozici 0
jedna vétsi bude vétsi, nez dany prah. Nalezeni konce eXonu je feSeno obdobnym zplsobem.

Programové feSeni detekci obou pozic je popsano pomoci pseudokddu uvedeného nize.

1. fori—1tolL-1
2 if suma;<prah and suma.;>prah
3 pozicezacj«—i
4. return pozicezac
5 elseif suma;>prah and suma;.;<prah
6 poziceendj«—i
7 return poziceend;
Kde suma je vektor odpovidajici pribéh vykonnostniho spektra podél sekvence
pozicezac je pozice zacatki exonti
poziceend je pozice koncl exonl
prah je hodnota prahu.

3.1.4 VylepSeni detekce pozic

Ve funkci fourier_hledani byla realizovana dvé vylepseni, umoznujici presnéjsi vyhledani
pozic a odstranéni nevhodnych exonti. Prvni z nich spoc¢iva v se€teni pozic exonti v ptipadé,
7ze by dva detekované exony byly od sebe vzdaleny méné nez 9 nukleotidi. Tento krok
zamezi vzniku velkého mnozstvi rozdélenych exonti, které se vSak daji povazovat za exon

jeden.
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1. PO

2. A<l

3. i<0

4. if length(zacatek)<4

5. zacatek 1«—zacatek;

6. konecl<«konec;

7. return zacatekl

8. return konecl

9. else

10. while P<délka(zacatek)-1

11. c—1+1

12. 1—i+1

13. if |(zacateki+1- konec;)|<9 and |(zacatek;.1- konec;)|£0
14. while |(zacateki.1- konec;)|<9
15. zacatekla«—zacatek,
16. konecla«<—koneci+1
17. 1—i+1;

18. P—i+l;

19. A=A+1

20. else

21. zacatek1«zacatek;

22. konecla«konec;

23. P«—P+1;

24. A—A+];

25. return zacatekl
26. return konecl
Kde A, c ai jsou pomocné proménné pro indexovani
zacatek a konec jsou puvodni nalezené zacatky a konce exont

zacatekl a konecl jsou zacatky a konce exonti po secteni blizkych exontl.

Druhé vylepSeni se tykd odstranéni kratkych exonu. Jedna se o prosté smazani exont,
které¢ byly detekovéany, ale jejich délka je mensi nez 9 nukleotidd. Jak leze vidét na
pseudokodu uvedeném nize, tento problém byl vytesen tim, ze v piipade€, Ze exon bude kratsi

nez 9 nukleotidl, bude nahrazen exonem nasledujicim.

1. a<1

2. LZ« délka zacatekl

3. forl—ltolLZ-1

4 if konecl,-zacatek1;<9
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zacatek, «—zacatek1+1

konec, <—konecl+1
else

zacatek, <—zacatekl,

© 00N o O

konec, «<konecl,
10. a<—atl;
11. return zacatek
12. return konec
Kde zacatekl a konecl jsou ptivodni zacatky a konce detekovanych exonti
zacatek a konec jsou zacatky a konce exont po odstranéni kratkych exond.

3.1.5 Graficka reprezentace nalezenych useku a uloZeni

Posledni tsek funkce fourier_hledani slouzi ke grafickému znazornéni nalezenych exont.
Jedna se o vytvoreni vektoru, kde mista v sekvenci, kterd program oznacil za exony, budou
obsahovat jednicky ostatni pozice sekvence nuly. Takto zobrazeny vysledek miizete vidét na
Obrazku 10.

1. R« pocet detekovanych exont
2. tip«— matice 0 o délce sekvence
3. iIfR<2
4 tip(zacatek_konecy ;:zacatek_konec; ;) «1
5. else
6 fori—1toR
7 tip(zacatek konec;;:zacatek konec; ) <1
8. returntip
Kde tip je vysledny vektor hodnot reprezentujici pfitomnost, nepfitomnost exonu

zacatek_konec je matice obsahujici pozice zacatki a konct detekovanych exond.

2
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Obrazek 10 Graficka reprezentace nalezenych exona.
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Dalsim nastrojem ve funkci Predikce_exonu je vykresleni nukleotidii, ve kterych budou
jednotlivé baze prebarveny na Cerveno V pfipade€, Ze se na dané Casti nachdzi exon. Baze se
vypisuji do panelu s rozsahem 40 nukleotidd. V tomto panelu se did pohybovat pomoci
tlacitek po stranach nebo pfimym piepisovanim pozic. Existuje zde vSak omezeni, kdy se
nelze dostat na pozice del$i nez je sekvence, nebo pozice zaporné v tomto piipadé budou

vypsany pozice poslednich 40 nukleotidl respektive prvnich.

V ptipadé zvoleni vykresleni tedy probiha analyza zvolenych pozic a zjistuje se, zda se
na vybranych pozicich nachazi exon. V pfipad¢, Ze se na dané pozici exon nachazet bude,
barva tohoto pismene se obarvi na ¢erveno a zafadi se misto pfedchozi hodnoty do proménné
znak. Po skonceni cyklu obsahuje tato proménna ¢ervené nebo ¢erné nukleotidy a vypiSe se
do panelu. Na Obrazku 11 je ptiklad takovéhoto vypsani sekvence.

Barevné rozliSeni f Pozice v sekvenci

=1 =t (AGCAACGATGCCTGGCBA""ﬁC“_C_CCCGC_CGA‘GGC +10 +100

160

Vypﬁbaza

Obrazek 11 Priklad barevného vyznaceni nukleotidli v sekvenci.

3.2 Analyza programu Predikce exonu

Analyza programu byla provedena na 4 sekvencich a to Magnaporthe oryzae 1, Homo sapiens
3, Listeria monocytogenes 1 a Drosophila melanogaster 1. Vice informaci o téchto sekvencich
je uvedeno v Tabulce 5. Hlavnim divodem a cilem analyzy bylo zjistit, jaka volba délky okna

a prahu je optimalni, pfipadné zda by se dala volit délka okna v zavislosti na délce sekvence.

Provedeno bylo nékolik analyz, pti kterych se volila okna od 300-630 vzdy po 30.
Neéktere sekvence byly testovany do nizs$i maximalni délky okna, naptiklad do 420, jelikoZ pti

vys$§ich hodnotach vychazely detekované pozice hii.

Pribéh analyzy byl prosty, pro tfi velikosti prahu (max(suma/3), max(suma/2) a
max(suma)/2,5) byly ménény okna a detekovany pozice, nasledn¢ byla spocitana senzitivita a
specificita pro kazdy prah a okno, poté byly sestrojeny ROC kiivky popisujici vzajemnou
zavislost senzitivity a specificity na velikosti prahu pro rizné volby délky okna. Jako
optimalni velikost okna a prahu byla zvolena hodnota, pro kterou byla specificita i senzitivita

nejvetsi. Tedy tak, aby byl program co nejvice specificky a zaroven co nejvice senzitivni.

Senzitivita je mira pravdivé pozitivity. V tomto piipadé je to pravdépodobnost, Ze
Vv piipadé, Ze se jedna o exon, vyjde pozitivni test. Senzitivita se oznacuje jako TPR a Ize ji
vyjadfit pomoci kontingen¢ni tabulky jako:

TP
TP+FN'

TPR = (14)
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Zatimco specificitou je mysSlena mira pravdivé negativity a tedy pravdépodobnost, zZe
Vv ptipad€, Ze se nejedna o exon, vyjde negativni test. Pomoci kontingen¢ni tabulky se
vyjadiuje jako:

TNR = —>
TN+FP

(15)

kde hodnoty TP, TN, FN a FP jsou hodnoty z kontingen¢ni tabulky. Piiklad tabulky je
v Tabulce 2. TP pochazi z anglického spojeni true positive a znamena pravdivé pozitivni. TN
z anglického true negative tedy pravdivé negativni. FP vychazi z anglického false posivie,
falesné pozitivni. FN tedy false negative, znamena falesn¢ negativni. [17]

Tabulka 2 Kontingenéni tabulka. [17]

EXON NENI EXON
POZITIVNI TEST TP FP
NEGATIVNI
TEST FN ™

Tabulka 3 obsahuje piiklad provadéné analyzy. Vybrana byla tabulka, ve které vysly
maximalni hodnoty specificity i senzitivity, proto z analyzy sekvence Magnaporthe oryzae 1,
byla odhadnuta doporu¢ena hodnota prahu max(suma)/3 a délka okna 390. Tyto hodnoty byly
potvrzené i vykreslenymi ROC ktivkami. V Tabulce 4 je ptiklad vypoétenych senzitivit a
specificit pro sekvenci Magnaporthe oryzae 1 pro vSechny testované velikosti praht a oken.
Takto byly spocteny hodnoty i pro ostatni analyzované sekvence. Z téchto hodnot pak byly
sestrojeny ROC kiivky pro vSechny 4 sekvence. Piiklad ROC kiivek, pro sekvence
Magnaporthe oryzae 1 a Homo sapiens 3 je v Grafech 1 a 2. Vysledky kompletni analyzy jsou
k dispozici na piilozeném CD.

Tabulka 3 Pfiklad provadéné analyzy.

Délka okna(N)=390 Magnaporthe oryzae 1
Prah=max(suma)/3 Detekované pozice
Odchylka od Odchylka od
Délka Spravné pozice spravnych
sekvence(L)=1418 Zacatek zacatkl Konec pozic koncti
L/N=3.6359 225 0 506 7
610 -18 1235 11

Jak je patné z grafti uvedenych nize, nejvyssich a vyrovnanych hodnot senzitivity a
specificity bylo dosazeno pro prah max(suma)/3. Tato hodnota byla potvrzena i v testech pro
dalsi 3 sekvence. Z téchto diivodii byla doporucena hodnota prahu nastavena na max(suma)/3.
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VEtsi problém nastal pfi hledani vhodné délky okna. Béhem testovani nebyla zjiSténa
zavislost délky okna na délce sekvence. Jelikoz pomér délky sekvence k délce okna, ktery by
byl optimalni pro kratS$i sekvence, nebylo mozné aplikovat na sekvence del§i a obraceng.
Z tohoto diivodu bylo zjisténo, jakych optimalnich hodnot nabyva délka okna v analyze a
zjistil se rozsah hodnot od 300 do 570 pro rizné délky sekvenci. Pfesnéji byly u 4 testovanych
sekvenci zjistény tyto optimalni hodnoty oken: 390, 570, 300 a 300. Na zaklad¢ analyzy tedy
bylo rozhodnuto jako doporucenou hodnotu délky okna volit hodnotu 390.

Hodnoty, které byly uréeny na zakladé testovani, jsou hodnoty doporucené, uzivatel ma
moznost si zvolit vlastni hodnoty podle svého uvazeni v pfipadé, Ze by nebyl spokojen
S hodnotami nastavenymi. AvSak tyto hodnoty musi spliiovat zakladni pozadavky na délku

okna a to predevsim, ze musi byt délitelna 3.

Tabulka 4 Pfiklad senzitivit a specificit pro sekvenci Magnaporthe oryzae 1.

Prah1=max(suma)/2

Délka okna | senzitivita | specificita
300 83,97 97,34
330 85,76 100
360 82,17 100
390 76,57 100

Prah2=max(suma)/2.5

Délka okna | senzitivita | specificita
300 94,06 94,48
330 93,72 92,59
360 87,89 100
390 90,34 100
420 91 100
450 90,68 100

Prah3=max(suma)/3

Délka okna | senzitivita | specificita
300 97,2 92,96
330 99,66 84,79
360 98,88 83,27
390 98,77 95,25
420 97,09 91,82
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ROC kfivka pro Magnaporthe oryzae 1 zavislost na
velikosti prahu
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Graf 1 ROC kfivka pro Magnaporthe oryzae 1 zavislost na velikosti prahu.
ROC kfivka pro Homo sapiens 3 zavislost na
velikosti prahu
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Graf 2 ROC kfivka pro Homo sapiens 3 zavislost na velikosti prahu.
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3.3 Testovani programu Predikce exonu a tii volné dostupnych programi

V této kapitole jsou popsany tii volné dostupné internetové vyhledavace pro predikci exont,
z nich nékteré vyuzivaji metody popsany v kapitole 2.7. Programy byly testovany na 25
sekvencich a pro kazdy program byla spocitana specificita a senzitivita a na zaklad¢ téchto
hodnot bylo zjisténo jak je dany program, respektive metoda, kterou pouziva, Gspésny.
Testovani bylo provedeno na 17 sekvencich eukaryotickych organismi a na 8 sekvencich
prokaryotickych organismil. Sekvence byly ziskany z databdze NCBI a zde uvedené oblasti
exonll jsou povazovany za spravné, avSak nemusi tomu tak vzdy byt, jelikoz velké mnozstvi
sekvenci, zde uvedenych bylo analyzovano pomoci automatickych analyzatorti S urcitou

genovou predikéni metodou. Dalsi informace o pouzitych sekvencich jsou v Tabulce 5.

Tabulka 5 Seznam testovanych sekvenci. [13]

Oznaceni
sekvence v Délka
dokumentu Typ sekvence | Podet Exony Dost
Symbol Organismus | organismu (bp) exonu | podle NCBI | upné
Homo PABPC3 Homo | Eukaryotic | 44, 1 62..1957 1
sapiens 1 saplens ky
747..1728,22
Homo Homo Eukaryotic 08..2848,311
sapiens2 | S-CA% | sapiens Ky 3841 4 | 53203330 | 2
..3504
Homo Homo Eukaryotic 26..384,
sapiens3 | CALT® sapiens Ky 2114 2 1342.2089 | °
Pan Pan Eukaryotic
troglcidytes TAAR5 troglodytes Pt 1014 1 1..1014 4
Pan .
Pan Eukaryotic 501..890,
troglc;dytes SLC32A1 troglodytes Pt 5167 2 3248, 4435 5
Pongolabe'” ADAM21 | Pongo abelii E“kiry,yo“c 2049 1 652.2049 | 6
Pongozabel" CHST12 | Pongo abelii E“kig’o“c 1990 1 76..1320 7
Equus Equus Eukaryotic 1..161,
caballus 1 SOX2 caballus ky 2138 2 268..1052 8
8..257,
618..730,
. 1259..14722
'Eqi’lus , BGN CSS;ILI‘SS Euk?;,yot'c 5354 7 002.2112 | 9
cabaflus Y 2367..2460
2541..26794
121..4318
Mus Sry Mus Eukaryotlc 1188 1 1 1188 10
musculus 1 musculus ky
Aspergillus || ANI_1_86 | Aspergillus | Eukaryotic 967 5 11..94, 1
niger 1 6124 niger ky 182..967 ==
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_000013.10?report=genbank&from=25670276&to=25672705
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_000022.10?report=genbank&from=21383007&to=21386847&strand=true
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_000022.10?report=genbank&from=38219389&to=38221502
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_006473.3?report=genbank&from=133897774&to=133898787&strand=true
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_006487.3?report=genbank&from=35600698&to=35605864
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_012605.1?report=genbank&from=71337193&to=71339241&strand=true
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_012598.1?report=genbank&from=2371687&to=2373676
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_009162.2?report=genbank&from=20358019&to=20360156
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_009175.2?report=genbank&from=121946079&to=121951432
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_000087.7?report=genbank&from=2662471&to=2663658&strand=true
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NT_166529.1?report=genbank&from=1479713&to=1480679&strand=true

Magnaporth | MGG_058 | Magnaporth | Eukaryotic 1418 225..499, 12
eoryzae 1l 02 e oryzae ky 628..1246 =
Magnaporth | MGG_072 | Magnaporth Eukaryotlc 2947 183, 2450 13
e oryzae 2 58 e oryzae ky
Oryza sativa .
Otr.yzal indica | EUAIYONC | 53 1.537 14
sativa Group y
) 2031..2087
Drosophila Drosophila | o\ oo 4365..6555
melanogaste | VINC | melanogaste o 8174 6617.6747 | 15
r1 r y 6807..7205
7338..7445
1..864,
035..1219,
Caenorhabd . Caenorhabdi | Eukaryotic 1267..4304
itiselegans 1| V1" tis elegans ky S075 4354.4582 | 1°
4628..4763
4816..5075
1..1524,
1579..1792
Caenorhabd Caenorhabdi | Eukaryotic 1948..2035
itis elegans 2 RO9H3.1 tis elegans ky 4205 2140..3054 i
3675..3881
3932..4205
s - . 154..306,
Eschelrltl:hla Esglhie\;\lléhéa Prol;li(yotl 3472 376.1278, 18
coll Y 1355..3079
- 1..2616,
Escherichia Escherichia | 5\ aryoti 2914..3198
. coli , 6230 19
coli 2 091:H21 cky 4655..4954
) 5356..>6230
_ Escherichia .
ESChelf'gh'a coli Pro"ﬁ'ﬁy"“ 3252 78.53252 | 20
coli 091:H21 Ky
Arthrobacte Arthrobacter .
r . Prokaryoti 1..363,
. crystallopoie , 4165 21
crystallopoi tes BAB-32 cky 2382..3920
etes 1
Ar
throbacte Arthrobacter .
r : Prokaryoti 1..875,
. crystallopoie , 2610 22
crystallopoi tes BAB-32 cky 1363..2610
etes 2
Arthr
t I? bacte Arthrobacter Prokarvoti 1..1327,
I . crystallopoie k,y 3530 1581..2342, 23
crystallopol tes BAB-32 oy 2619..3356
etes 3
Arthr
throbacte Arthrobacter .
r : Prokaryoti 1..1057,
. crystallopoie , 2258 24
crystallopoi t6s BAB-32 cky 1269..2258
etes 4
LIStertla mol_r:g’::ertlg o Prokaryoti 2363 17..1057, 25
monocytoge ytog cky 1456.2361 | =
nes 1 nes
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_017849.1?report=genbank&from=3016828&to=3018245
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_017850.1?report=genbank&from=6977389&to=6980335&strand=true
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/472338579
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_004354.3?report=genbank&from=2108319&to=2116492&strand=true
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_003284.8?report=genbank&from=3403467&to=3408541
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_003284.8?report=genbank&from=1658547&to=1662751&strand=true
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NZ_AGIA01000131.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NZ_AGTI01000169.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NZ_AGTI01000229.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/ANPE02000048.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/ANPE02000216.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/ANPE02000044.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/ANPE02000284.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NZ_AFBU01000013.1

3.3.1 GenelD

Tento program je volné dostupny z http://genome.crg.es/geneid.html. Pro predikci vyuziva

metodu dynamického programovani popsanou V Kapitole 2.7.1. Udavana piesnost je
srovnatelnd s ostatnimi ,,ab initio* programy pro predikci exonl. Mezi velkou vyhodu tohoto
programu patii rychlost predikce a velikost paméti potfebné k predikci. Na webovych
stankach tohoto programu uvadi autor, ze tento program je schopny zpracovat sekvenci délky
1Gbp za hodinu (na procesoru Intel (R) Xeon CPU 2,80 Ghz). Nesporna piednost spoc¢iva
Vv moznosti sloucit program na predikci s vnéjSimi dikazy (anotacemi, poznamkami),
napiiklad uz s popsanymi geny. Tento vn&jsi ditkkaz je potfeba nacist z dalSiho souboru ve
formatu GFF. [12]

Po nacteni webové stranky bylo potieba zadat danou sekvenci a to bud’ ruéné vypsat
znaky v sekvenci, nebo nacist ze souboru dat ve formatu FASTA. Dale je zde moznost zadat
GFF dikazy, avSak toto neni povinny krok. Program byl testovdn pouze na predikci exontl,
proto tato moznost nebyla vyzkousena. V GenelD existovaly dal$i moznosti nastaveni a to
pfedevsim vybér organismu s velké Skaly moznosti, naptiklad clovek, octomilka ¢tverzubec
zeleny (druh ryby), ale také pSenice nebo ryze. Program vSak neumozinoval vybrat
prokaryotické organismy a proto na nich nebyl testovan. V dalsi ¢asti byl nastaven rezim
predikce a smér vlakna DNA. V poslednim useku byl vybran vystup, jako nejpiehledné;si byl
zvolen vystup v podobé GFF. [12]

Samotnym vystupem programu byla obrazovka obsahujici informace o verzi pouzitého
programu, ¢asovém udaji spusténi programu, ale také dulezitéjsi informace jako pocet part
bazi sekvence a nejpodstatnéjsi informaci o poloze predpovidanych exonid. V prvnim
sloupecku $lo vidét, zda se jednd o prvni exon, vnitini exon, nebo posledni. Dalsi sloupec
obsahoval ¢isla pozic zacatku daného exonu a tieti sloupec ¢isla pozic, na kterych exon kongi.
Jak byl program uspésny, udava Tabulka 6.

Tabulka 6 Vysledky detekce pomoci programu GenelD.

Pozice exoni . o
9 N Pozice exonii podle
predpovézena NCBI
programem. '
Homo sapiens 1 2..1957 62..1957
Homo sapiens 2 747..1728, 2208..2848, 747..1728, 2208..2848,
P! 3115..3504 3115..3223, 3329..3504
Homo sapiens 3 26..384, 1342..2089 26..384,1342..2089
Pan troglodytes 1(testovano 58...458, 651..969 1.1014
podle ¢lovéka)
Pan troglodytes 2 (testovano 501..890, 3248..4435 501..890, 3248..4435
podle ¢lovéka)

38


http://genome.crg.es/geneid.html

Pongo abelii 1 (testovano podle

i v 652..1842 652..2049
¢lovéka)

Pongo abelll 2 (Eestovano podle 76..1320 76..1320
¢lovéka)

Equus caballus 1

Neni na vybér.

1..161,268..1052

Equus caballus 2

Neni na vybér.

8..257, 618..730,
1259..1472, 2002..2112
2367..2460,
2541..2679, 4121..4318

Mus musculus 1

367..1035

1..1188

Aspergillus niger 1

11..94, 182..802

11..94, 182..967

Magnaporthe oryzae 1

225..499, 628..1246

225..499, 628..1246

Magnaporthe oryzae 2

183..2450

183..2450

Oryza sativa 1

1..315, 385..525

1..537

Drosophila melanogaster 1

4365..6555, 6617..6747,
6807..7205, 7338..7445

2031..2087, 4365..6555
6617..6747, 6807..7205
7338..7445

Caenorhabditis elegans 1

1..864, 935..1219,
1267..4304, 4354..4582,
4628..4763, 4816..5008

1..864, 935..1219,
1267..4304, 4354..4582
4628..4763, 4816..5075

Caenorhabditis elegans 2

1..1935, 2342..3133,

1..1524, 1579..1792
1948..2035, 2140..3054,

3995..4126 3675..3881,
3932..4205
C L . 154..306, 376..1278
Escherichia coli 1 X 1355.3079
C L . 1..2616, 2914..3198
Escherichia coli 2 X 4655..4954, 5356..>6230
Escherichia coli 3 X 78..>3252
Arthrobacter crystallopoietes 1 X 1..363, 2382..3920
Arthrobacter crystallopoietes 2 X 1..875, 1363..2610
. 1..1327, 1581..2342
Arthrobacter crystallopoietes 3 X 2619, 3356
Arthrobacter crystallopoietes 4 X 1..1057, 1269..2258
Listeria monocytogenes 1 X 17..1057, 1456..2361

Z tohoto testovani byla spocitana celkova senzitivita a specificita programu. Senzitivita:
92,52 % a specificita: 98,27 %. Vysledna cisla byla vysoka a to pfedevsim hodnota
specificity. Porovnani programu GenelD vzhledem k ostatnim testovanym programim je

uvedeno v kapitole 3.4.

3.3.2 GeneMark.hmm

Program dostupny z http://exon.gatech.edu/hmmchoice.html. Predikce je zaloZena na principu

skrytych Markovovych modelech pospanych v kapitole 2.7.2. Po otevieni odkazu se zobrazila
hlavni stranka, zde byla moznost zvolit typ organismu, tedy zda je testovan prokaryoticky,

nebo eukaryoticky organismus. Pravé tato moznost dala zna¢nou vyhodu tomuto programu
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oproti ptedchozimu. Po vybrani typu organismu bylo nutné zadat testovanou sekvenci, opé¢t
zde byla volba mezi ru¢nim zadanim, anebo vybérem ze souboru ve formatu FASTA. Dale
bylo nutné zvolit, o jaky organismus se jednd, na vybér bylo asi z 20 druhti eukaryotickych
organismil. Nakonec se zvolil vystup programu a to ze 4 moznosti. Textovy vystup se zobrazil
vzdy, navic zde byla moznost grafického znazornéni ptipadné odeslani vystupu na zadanou
emailovou adresu.

Vystupem programu bylo okno, ve kterém se nachazela informace o verzi pouzitého
programu, urcen byl i chromozom, ze kterého sekvence pochazela, délka sekvence, ale navic i
informace o procentualnim zastoupeni C+G nukleotidii v sekvenci. Hlavnim vystupem byla
tabulka, kterd obsahovala udaje o nalezenych exonech. O jaky typ exonu se jedna, pozice
zacatkl a konct exonti a jejich délku. Pozice exont, které detekoval program GeneMark.hmm
jsou uvedeny v Tabulce 7, graficky vystup je na Obrazku 12.

Tabulka 7 Pozice exonl podle programu GeneMarak.hmm.

Pozice exonu . o
Pozice exonii podle

predpovézena NCBI.
programem.
Homo sapiens 1 152...262, 275..1957 62..1957

Homo sapiens 2

747..1728, 2208..2848,
3115..3223, 3329..3504

747..1728,2208..2848,311
5..3223,3329..3504

Homo sapiens 3

7..384, 1342..2018

26..384,1342..2089

Pan troglodytes 1 (testovano
podle ¢lovéka)

78..458, 651..969

1..1014

Pan troglodytes 2 (testovano
podle ¢lovéka)

501..890, 3248..4435

501..890, 3248..4435

Pongo abelii 1 (testovano podle

Sy 263..447, 652..2011 652..2049
Clovéka)

Pongo abeh: 2 (tvestovano podle 76..1320 76..1320
Clovéka)

Equus caballus 1

Neni na vybér.

1..161,268..1052

Equus caballus 2

Neni na vyber.

8..257, 618..730,
1259..1472, 2002..2112,
2367..2460,
2541..2679, 4121..4318

Mus musculus 1

367..1103

1..1188

Aspergillus niger 1

Neni na vybér.

11..94, 182..967

Magnaporthe oryzae 1

Neni na vyber.

225..499, 628..1246

Magnaporthe oryzae 2

Neni na vyber.

183..2450

Oryza sativa 1

142..525

1..537

Drosophila melanogaster 1

2031..2087, 4365..6555,
6617..6747, 6807..7205,
7338..7445

2031..2087, 4365..6555,
6617..6747, 6807..7205,
7338..7445
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Caenorhabditis elegans 1

82..864, 935..1219,
1267..4304, 4354..4582,
4628..4763, 4816..5063

1..864, 935..1219,
1267..4304, 4354..4582,
4628..4763,
4816..5075

Caenorhabditis elegans 2

220..1935, 2342..3133

1..1524, 1579..1792,
1948..2035, 2140..3054,

3675..3881,
3932..4205

Escherichia coli 1 1..306, 376..1278, 1355, 154..306, 376..1278,
3079 1355..3079

Escherichia coli 2

1..3354, 3999..4235
4270..4407, 4655..4954,
5356..6228

1..2616, 2914..3198,
4655..4954, 5356..>6230

Escherichia coli 3

3..83, 78..3251

78..>3252

Arthrobacter crystallopoietes 1
(Testovano jako Agrobacterium
tumefaciens)

1..363, 2418..3920

1..363, 2382..3920

Arthrobacter crystallopoietes 2

3..1145, 1363..2610

1..875, 1363..2610

Arthrobacter crystallopoietes 3

2..1327,1581..2315
2619..3356

1..1327, 1581..2342
2619..3356

Arthrobacter crystallopoietes 4

2..1057, 1290..2258

1..1057, 1269..2258

Listeria monocytogenes 1

17..1057, 1456..2361

17..1057, 1456..2361
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Obrazek 12 Cast grafického vystupu z programu GeneMark pro sekvenci 1.

Hlavni vyhoda tohoto programu spocivala v mozZnosti testovat prokaryotické i
eukaryotické organismy. Dosazena senzitivita: 93,12 %, specificita: 91,78 %. Program

dosahoval nizsich hodnot specificity oproti senzitivite.
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3.3.3 FGENESH

Jedna se o dal§i zprogramt vyuzivajici skrytych Markovovych modela. Dostupny z:
http://linux1.softberry.com/berry.phtml?topic=fgenesh&group=programs&subgroup=gfind.

Ovladani programu bylo zaloZeno na velice podobném principu. Nejdiive bylo nutné vlozit
sekvenci, opét se zde dalo volit mezi vlozenim FASTA souboru nebo ru¢nim vypsédnim
sekvence nukleotidii. Nasledn¢ se zvolil organismu, jehoz sekvence byla testovana.
V programu FGENESH byl velky vybér organismi od c¢lovéka pfes zabu, az k riznym
druhtim ryb. V zékladnim nastaveni nebyla moznost jinych zmén, ovSem existovala moznost
otevieni vySsiho nastaveni, kde se naskytly rizné eventuality, které umoznovaly ovlivnit, jak
samotnou predikci, tak 1 vystup programu. Ménit se daly parametry jako minimdlni délka
prvniho exonu a vnitfnich exontll, hodnota vahy, kdy v ptipad¢, Ze vdha dané¢ho exonu byla
mensi nez stanovené Cislo, nebyl exon bran v tivahu pro predikci a mnoho dalSich parametri

ovlivilyjici predikci.

Vystup byl rozsiten o zobrazeni mRNA sekvence predikovanych genii, nebo zobrazeni
sekvence nukleotidi jednotlivych exoni. Vysledkem programu byly informace o verzi
pouzitého programu, ¢asu predikce, o druhu organismu dale se zde nalézaly udaje o délce
sekvence poctu predikovanych exonti. Nasledoval vypis jednotlivych exonll ve sloupecku,
kde se opét dalo nalézt pozice zacatku a konce exont a délku jednotlivych exont. Navic
program uvad¢l i vypoétené skore pro dané exony. V pfipad¢, Ze se zadal pozadavek, vystup
obsahoval i mRNA sekvenci, kterou byl program schopen pielozit do proteint, pfipadné
existovala 1 moznost nechat vypsat sekvence jednotlivych exond. Dals§i vyhodou programu
byla schopnost vytvotit PDF soubor, ktery obsahoval grafické zobrazeni predikovanych
exonu. V Tabulce 8 jsou vypsany pozice exonu detekované timto programem. A na Obrazku

13 je jeho graficky vystup.

Tabulka 8 Vysledné pozice exonu podle programu FGENESH.

Pozice exoni . o
. 9 Pozice exoniti podle
predpovézena NCBI
programem. '
Homo sapiens 1 62..1957 62..1957
Homo sapiens 2 747..1728, 2208..2848, 747..1728,2208..2848,
P 3115..3223, 3329..3504 3115..3223,3329..3504
Homo sapiens 3 26..384, 1342..2089 26..384,1342..2089
Pan troglodytes 1 1..1014 1..1014
Pan troglodytes 2 501..890, 3248..4435 501..890, 3248..4435
Pongo abelii 1 652..2049
Pongo abelii 2 79..1320 76..1320
Equus caballus 1 Neni na vybér. 1..161,268..1052
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Equus caballus 2

Neni na vybér.

8..257, 618..730,
1259..1472, 2002..2112,
2367..2460, 2541..2679,

4121..4318

Mus musculus 1

Neni na vybér.

1..1188

Aspergillus niger 1

11..94, 182..967

11..94, 182..967

Magnaporthe oryzae 1

225..499, 628..1246

225..499, 628..1246

Magnaporthe oryzae 2

183..2450

183..2450

Oryza sativa 1

Neni na vybér.

1..537

Drosophila melanogaster 1

2031..2087, 4365..6555,
6617..6747, 6807..7205,
7338..7445

2031..2087, 4365..6555,
6617..6747, 6807..7205,
7338..7445

Caenorhabditis elegans 1

1..864, 935..1219,
1267..4304, 4354..4582,
4628..4763, 4816..5075

1..864, 935..1219,
1267..4304, 4354..4582,
4628..4763, 4816..5075

1..1524, 1579..1792,
1948..2035, 2140..3054,

Caenorhabditis elegans 2 1..1935 3675.3881,
3932..4205
C L . 154..306, 376..1278,
Escherichia coli 1 X 1355, 3079
C L . 1..2616, 2914..3198,
Escherichia coli 2 X 4655..4954, 5356..>6230
Escherichia coli 3 78..>3252
Arthrobacter crystallopoietes 1 1..363, 2382..3920
Arthrobacter crystallopoietes 2 X 1..875, 1363..2610
. 1..1327, 1581..2342,
Arthrobacter crystallopoietes 3 X 2619, 3356
Arthrobacter crystallopoietes 4 X 1..1057, 1269..2258
Listeria monocytogenes 1 X 17..1057, 1456..2361
B cosf M CDsi A CDsl CDSo @ PolA TSS
| P I T I P AP P B B S B I B TP I N AP B AP B B
747 1000 1500 2000 2500 3000 3504

Obrazek 13 Graficky vystup z PDF souboru z programu FGENESH pro sekvenci Homo sapiens 2.

Tento program dosahoval senzitivity: 93,74 %, a specificity: 98,73 %.
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3.3.4 Implementovana funkce Predikce_exonu

Jedna se o program, ktery byl navrzen jako hlavni ukol této bakalaiské prace. Tato kapitola
obsahuje jeho testovani na 25 testovacich sekvencich. V této zkouSce byly pouzity
doporucené hodnoty délky okna (390) a prahu (max(suma)/3), které byly zjistény na zakladé
analyzy popsané v kapitole 3.2. Byla vypoctena senzitivita a specificita a v nasledujici

kapitole jsou porovnany vSechny 4 programy. Vysledné pozice, které program oznacil jako

exony, se nachazi v Tabulce 9.

Tabulka 9 Vysledky predikce pomoci programu Predikce_exonu.

Pozice exonu

Pozice exonu podle

1123..1140, 1274..1846

predpovézena NCBI.
programem.
104..136, 190..322,
Homo sapiens 1 411..884, 902..997, 62..1957

Homo sapiens 2

933..1650, 2209..2648,
2691..2707, 3188..3360

747..1728,2208..2848,311
5..3223,3329..3504

Homo sapiens 3

68..426, 1291..1322,
1342..2008

26..384,1342..2089

Pan troglodytes 1

76..893

1..1014

Pan troglodytes 2

543..575, 602..775,
3195..4426

501..890, 3248..4435

276..333, 516..806,
823..1065, 1082..1104,

Pongo abelii 1 1189..1215, 1284..1297, 652..2049
1472..1959
Pongo abelii 2 176..201, 231..1266 76..1320

Equus caballus 1

411..959

1..161,268..1052

Equus caballus 2

1146..1521, 4108..4317

8..257, 618..730,
1259..1472, 2002..2112,
2367..2460,
2541..2679, 4121..4318

Mus musculus 1

436..1059

1..1188

Aspergillus niger 1

196..351, 398..967

11..94, 182..967

Magnaporthe oryzae 1

225..506, 610..1235

225..499, 628..1246

465..1440, 1465..1485,

Magnaporthe oryzae 2 1557..1588, 1726..1918, 183..2450
1933..2072
Oryza sativa 1 1..537 1..537

Drosophila melanogaster 1

4461..6407, 6898..7102

2031..2087, 4365..6555,
6617..6747, 6807..7205,
7338..7445
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Caenorhabditis elegans 1

193..232, 266..783,

1017..1387, 1502..1535
1546..3452, 3619..3631
3656..3668, 3679..4267

4457..4815

1..864, 935..1219,
1267..4304, 4354..4582
4628..4763, 4816..5075

Caenorhabditis elegans 2

75..756, 823..1100

1123..1228, 1907..2018

1..1524, 1579..1792
1948..2035, 2140..3054,

2045..2287, 2704..2755, 3675..3881,
2784..2835, 4001..4012 3932..4205

L. . 154..306, 376..1278
Escherichia coli 1 401..1219, 1465..2927 1355 3079

Escherichia coli 2

111...3252, 5545..6145

1..2616, 2914..3198
4655..4954, 5356..>6230

Escherichia coli 3 377..3126 78..>3252
Arthrobacter crystallopoietes 1 2502..3863 1..363, 2382..3920
. 82..854, 871..884,

Arthrobacter crystallopoietes 2 1507 2583 1..875, 1363..2610
. 17..1212, 1659..2247, 1..1327, 1581..2342
Arthrobacter crystallopoietes 3 27643380 2619, 3356

Arthrobacter crystallopoietes 4

350..952, 1270..2213

1..1057, 1269..2258

Listeria monocytogenes 1

44.997, 1485..1500
1523..2192

17..1057, 1456..2361

Dosazené hodnoty senzitivity: 80,36 % a specificity: 96,28 %. Program s doporu¢enym
nastavenim nedosahoval vysokych hodnot senzitivity, téch by se dalo, dosdhnou snizenim
velikosti prahu, avsak bylo by zde riziko, vysokého poklesu specificity.

JelikoZ program pracuje na zaklad€ periodicity tii, je dileZite, aby testované sekvence
tuto periodicitu obsahovaly. V piipadé, Ze ji nemély, nebo nebyla vyrazna, nedochazelo
k pfesnym detekcim a nalezené pozice byly zkreslené. Jednim z dal$ich problému bylo
testovani sekvenci, které neobsahovaly vyrazné exony, nebo jeden vyrazny exon a dals$i mensi
exony. Tato komplikace byla ddna pfedev§im navazanim velikosti prahu na maximum sumy.
V ptipadé, Ze by sekvence méla jeden vyrazny exon, vysledkem by byl vysoky prah a kratsi
exony by nebyly detekovany. Chyba také mohla nastat pro piipad, kdy mezi exony v sekvenci
byly jen malé vzdalenosti. Timto mohlo dochazek ke spojeni blizkych exontl.

Obecné¢ pokud by mél program radéji zachytit vétsi mnozstvi spravnych exonti a nevadilo
by, Ze by oznacil vice pozic za exony, které exony nejsou, bylo by vhodné zvolit nizsi
hodnotu prahu. Program by tedy dosahoval vysSich hodnot senzitivity, ale nizSich hodnot
specificity.

3.4 Srovnani programi

Kazdy z testovanych programti m¢l urcité vyhody a piednosti, ale také své zapory. Jednotlivé

programy se svymi klady a vadami byly popsany v kapitolach tykajicich se daného programu.
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Avsak pro vétsi piehlednost byla vytvofena Tabulka 10 obsahujici vyhody jednotlivych
programu a Tabulka 11, ve které jsou jejich negativa.

Tabulka 10 Vyhody jednotlivych program.

GenelD GeneMark.nmm | FGENESH Predikce_exonu
Nastaveni vah
Rychlost (tuto (Vvyuztj,e
vyhodu bychom pfedevsim
AN Moznost predikce zkuSengjsi Moznost predikce
ocenili az pfi . . . .
predikci prokaryotickych uzivatel, kdy si prokaryotickych
sekvenci Vet organismtl. mize organismtl.
. prizpisobit
delky) predikci svym
potfebam)
Moznost
kombinace s Graficky
vnéjsimi vystup.
>, dikazy. Graficky vystup. | Moznost zadani Graficky vystup.
= Srovnani uz s minimalni
= popsanymi délky exond.
)
= geny.
Vypsani
sekvence
MRNA,
jednotlivych
exond, pripadné
jejich translace
do proteinti.
Senzitivita: Senzitivita:
92,52 % Senzitivita: 93,74 % I
1) 7 . 0
Specificita: 93,12% Specificita: | SPecificita: 96,28 %
98,27 % 98,73 %
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Tabulka 11 Nevyhody jednotlivych programa.

GenelD GeneMark.hmm | FGENESH

Predikce_exonu

Nevyhody

NemoZno NemoZzno
Vybra.t pro Nizsi hodnota Vybra.t pro
predikci specificity: 91,78% predikci
prokaryoticky P y-=4 prokaryoticky
organismus. organismus.

Dlouha vypocetni
doba. Testované
sekvence nebyly

dlouhé, ale pro
sekvence delsi by
se jednalo o
problém

Neni graficky
vystup.

Neni vhodné pro
vsechny sekvence.
Testovat muzeme

vSechny, ale je
urceno pro
sekvence, které
obsahuji
periodicitu 3.

Niz$i hodnota
senzitivity:
80,36%
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4 7aver

Hlavni tkolem této bakalafské prace bylo vytvofit program pro vyhledavani exont
v prokaryotickych a eukaryotickych organismech. Tento program byl otestovan a jeho
pfesnost byla porovnana se tfemi volné dostupnymi programy, které jsou schopny

vyhledavani pozic exond.

Prace se sklada zteoretické casti, kde je popsan rozdil mezi eukaryotickymi a
prokaryotickymi organismy, stru¢ny popis RNA a DNA z hlediska jejich struktury, funkce a
rozdilu mezi organismy. Nasledn¢ jsou zde popsany prub¢hy transkripce translace a vysvétlen
rozdil mezi exony a introny. Druhy usek teoretické ¢asti je vénovan popisu metod, které se
vyuzivaji pro predikci exonll a to metoda dynamického programovani, metoda skrytych

Markovovych modelii, neuronové sité a Fourierova transformace.

V praktické casti této prace je popsan realizace programu Predikce_exonu. Tento program
pracuje na zaklad¢ diskrétni Fourierovy transformace. Umoziiuje nacist testovanou sekvenci a
v této sekvenci vyhledat pozice exond. Pro spravnou funkci programu je nutné zadat dvé
vstupni proménné. Hodnotu délky okna a velikosti prahu. Spravnost predikce je velice
ovlivnéna pravé témito parametry. Z tohoto divodu byla provedena analyza programu na
¢tyfech sekvencich s cilem zjistit optimalni hodnoty. Tato analyza je popsana v praktické ¢asti

prace.

Posledni oddil praktické casti se zabyvad testovanim vytvofeného programu
Predikce_exonu a testovanim a popisem tiech volné dostupnych programii, z nichz dva
vyuzivaji metodu skrytych Markovovych modeli a jeden metodu dynamického
programovani. Pro vSechny ctyfi programy byly spocteny hodnoty senzitivity a specificity a
na zaklad¢ téchto hodnoty byly programy porovnany a hodnoceny.

Program GenelD, ktery vyuzivda metodu dynamického programovani, byl ze vsech
programi nejrychlejsi. Tato vyhoda vSak nebyla pln¢ docenéna, jelikoz byly testovany jen
kratké sekvence smalym poétem exont. Jeho nevyhodou byla nemozZnost predikce
prokaryotickych organismu, také chybél graficky vystup. Pii testovani dosahl hodnot
Senzitivity: 92,52 % a specificity: 98,27 %.

Program GeneMark.hmm vyuzival skryté Markovovy modely, mél vyhodu v moznosti
predikce, jak eukaryotickych, tak prokaryotickych organismd, jeho pfednost spocivala také
V podrobném grafickém vystupu. Z hlediska ptesnosti predikce dosahoval hodnot senzitivity:
93,12 %, specificity: 91,78 %.

Poslednim, z voln¢ dostupnych programii, byl program FGENESH. Vyuzival také skryté

Markovovy modely. Mezi jeho pfednosti patiila piedevSim nejvetsi databaze druht.
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Poskytoval mén¢ podrobny, ale ptehledny graficky vystup. Jeho hlavni nevyhody spocivaly v
nemoznosti predikce prokaryotickych organismu. AvSak hlavni vyhodou, kterou oceni
predevsim zkuSengjsi uzivatelé, byla moznost nastaveni mnoha parametri predikce. Program
dosahl hodnot senzitivity: 93,74 % a specificity: 98,73 %.

Jako posledni byl testovan program Predikce exonu. Jednalo se o program vytvoifeny
jako hlavni kol bakaléaiské prace. Program dosahoval hodnot senzitivity: 80,36 % a
specificity: 96,28 %.

Navrzeny program dosahoval nizSich hodnot senzitivity, nez zbyvajici testované
programy, avSak hodnota specificity je se zbyvajicimi programy srovnatelna v jednom
pripadé dokonce vyssi. Pro presnéjsi predikci by bylo vhodné provést rozsahlejsi analyzu

programu a zjistit dal$i vhodné velikosti vstupnich hodnot, délky okna a prahu.
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6 Prilohy

A Seznam zkratek

DNA Deoxyribonukleova kyselina

RNA Ribonukleova kyselina

MRNA Mediatorova ribonukleova kyselina
G Guanin

T Tymin

C Cytosin

A Adenin

bp Pary bazi

ORF Open reading frame (oteviené ¢teci ramce)
EST Expressed sequence tags

DP Dynamické programovani

HMM Skryté Markovovy modely

NN Neuronové sité

DFT Diskrétni Fourierova transformace
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B Uzivatelsky manual

Program Predikce_exonu byl navrzen pro vyhledavani exonl v sekvencich prokaryotickych a
eukaryotickych organismi. Sekvenci mizeme nacist ze souboru a to ve formatu FASTA,
nebo ji vypsat do pfipraveného okna. Program zobrazi tii grafy, kde ze dvou vychézi nasledna
predikce a tieti graf zobrazuje pozice predikovanych exonti. Vypise pozice zacatkli a koncu

nalezenych exoni spolu s jejich délkou.

Predikce_exonu =] o ES |

Vio sekvenci
— Havnipangl
Vstupni parametry GBCTGGAGCCGGLCAGEGTTL GCGGLECAGGCCAGCBACEACCGELCAGCELELAGLETACCCCEGAGCCAGRCTCCCACBEECCTGAGACCGECAGTATCCGLATCA
Délka okna Velksost prahu

Jméno sekvence v souboru

390 1815 ‘ Natti sekvenci ze souboru

4 fasta

¢ s
Doporugena %40

DoporuZena
1" séia okna V] velkost 6
prahu

Déka sekvence 2258
Pik pro kontrolu periodicity 3

Vstupy

Nakresi grafy g
b - e B T L o et N (P
- o o N i i s p 0 L ' L L
Vypi& pozice 0 005 01 015 02 025 03 035 04 045 05 0 500 1000 1500 2000

Amplituda spektra [-]

Frekvence [Hz] Pozice v sekvenci [bp]

Zacatek Konec Déka exonu

350 952 602

Amplituda spektra pod. sek. [-]
oW s
82 8 3
S 8 8
S 8 8
T T T
I

0 500 1000 1500 2000
Z Barevné rozligeni exoni Pozice v sekvenci [bp]

e [ w0 ] \L‘|7CCAAAAGCCGGACAATTGTCGCC"'CCCGL_&‘C&CCGCG [ w0 ] +100

330 ‘

ypis baze | 510

Obrazek 14 P¥ikald grafického prostfeni v programu Predikce_exonu.

1. Program spust'te stisknutim tlacitka F5 v souboru Predikce_exonu.

2. Ze vseho nejdiiv musite ziskat sekvenci, kterou chcete testovat. Mate dvé moznosti
jak sekvenci zadat. Prvni moznosti je sekvenci zadat ruéné do piipraveného edit okna
oznacen¢ho Vloz sekvenci. V tomto pfipad€, musite zmacknout tlacitko Délka
sekvence, aby program zjistil pocet nukleotidi v testované sekvenci. Druhym
zpusobem muzete sekvenci nacist ze souboru, v piipadé, ze ji mate ulozenou ve
formatu FASTA. Toto nacteni provedete tlacitkem Nacti sekvenci ze souboru. Poté
se objevi sled nukleotidii sekvence v edit okné a do pfipraveného mista pod text
Jméno sekvence v souboru se vypise nazev sekvence, shodny s nazvem ulozeného
souboru FASTA. V ptipad¢, Zze by sekvence nebyla naétena, vypise se chybova hlaska

a nebude mozno pokracovat dale. Piiklad chybové hlasky je uveden na Obrazku 15.
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3.

Amplituda spektra pod. sek. [-]

ru Warning Dialog l — | |i3-]1

Wiodte sekvenci.

Obrazek 15 P¥iklad chybové hlasky v pfipadé nezadani sekvence.

Po Gspésném nacteni sekvence, je nutné nechat si vykreslit spektrum sekvence, abyste
zjistili, zda se v sekvenci naléza periodicita rovna tfem. Pomoci tla¢itka Spektrogram
sekvence, se do pfipraveného grafického pole pik vykresli spektrum sekvence.
V ptipadé, Zze zde bude ptitomny pik na pozici 1/3, mizete pokracovat v dalSim
postupu. Pokud by se zde pik nevyskytoval, je nutné zvazit spravnost dalsiho postupu.

Na Obrazku 16 odpovidéd grafickému poli pro vykresleni spektra sekvence pole ¢islo

Amplituda spektra [-]

e o S e e e e - e P e SOl e
—— (PR " - o . . P _ P 1 L 1 1

0 005 01 015 02 025 03 035 04 045 05 0 500 1000 1500 2000

Frekvence [Hz] Pozice v sekvenci [bp]

5000 - ‘ f -

aono|- 2 -
ol ////\\/W\/\\ |
2000
1000 —,/m/’/rl

\ !

0 500 1000 1500 2000
Pozice v sekvenci [bp]

Obrazek 16 Pozice grafickych vystupu v programu.

(

=

Pokracujte, zadanim délky okna. Délku okna zadavejte v edit policku Délka okna.
Mizete zadat jak vlastni zvolenou hodnotu délky okna, tak pracovat s hodnotu
doporucenou. V pfipad¢ Spatn¢ zadanych vlastnich hodnot se fidte podle chybovych

hlasek. Doporuc¢enou hodnotu vyberete pomoci checkboxu Doporucena délka okna.

Postupujte k zadani velikosti prahu. Zde opét existuji dvé moznosti, bud’ mizete zadat
velikost prahu ru¢né do ptipraveného edit pole Veliksost prahu, nebo je zde moznost
nechat si spoc€itat doporu¢enou hodnotu velikosti prahu. Volbu doporucenych hodnot
potvrdite pomoci checkboxu Doporucena velikost prahu.
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6. Po zdani vstupnich hodnot stisknéte tlacitko Nakresli grafy. Timto tlacitkem se
realizuje hlavni usek programu, od vypocteni spektra podél sekvence a jeho vykresleni
az po detekci pozic zacatki a koncl exontl a jejich grafické zobrazeni do ptislusnych
grafickych poli. Vykresleni spektra podél sekvence odpovida grafické pole ¢islo 2
v Obréazku 16 a ve stejném obrazku odpovida oblast ¢islo 3 mistu pro vykresleni pozic

nalezenych exont.

7. Pro vypsani detekovanych pozic stisknéte tlacitko VypiS§ pozice a do pripraveného
listboxu se vam vypiSou nalezené zacatky a konce exont spolu s délkou jednotlivych
exont. Tento vystup si mizete ulozit do excelu ve formatu .xIs pomoci policka Ulozit

pozice do excelu. Tuto oblast mizete vidét na Obrazku 17.

Wypi& pozice

Zatatek Konec  Délka exonu

350 952 602 i

1270 2213 943

UloZit pozice do excelu

Obrazek 17 Vypsani a ulozeni detekovanych pozic.

8. Posledni casti programu je moznost vypsani a barevného znazornéni exonl V
sekvenci. Tento krok realizujete pomoci tlacitka Vypi§ baze a do policka Barevné
rozliSeni exonii se vypiSe prvnich 40 nukleotidi sekvence. Exony jsou zde
zvyraznény ¢ervenou barvou, nukleotidy, které program neoznacil, jako exony jsou
barvou ¢ernou. Pohybovat se po sekvenci mlizete pomoci tlacitek vpravo a vlevo a to
vzdy o +10, +100, -10 a -100, nebo pomoci piepisovani ¢isel v edit oknech pod
polickem ve kterém jsou vypsany nukleotidy. Tuto oblast ¢elniho panelu miiZete vidét
na Obrazku 18.

Barevné rozleni exond

oo ’7CCAAAAGCCGGACAATIGICSCC"'CCCSA&‘CACCGCS 0

330

Obrazek 18 Barevné rozliSeni exonu.

9. Program zaviete kliknutim na kiizek v horni Casti obrazovky.
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C Blokovy diagram

sek %testovana sekvence

N %délka okna
prah

sek = upper(sek);
L = length(sek);

nul=zeros(1,N/2) %K rozsifeni binarni reprezentace
4
matice=zeros(1,L) %Numericka reprezentace

matice(1,:) = sek=="A";
matice(2,:) = sek=="C";
matice(3,:) = sek=='G’;
matice(4,:) = sek=="T",

%

K=L; %vytvoreni matice frekvencnich koeficientu
sumaA = zeros(1,K);
sumacC = zeros(1,K);
sumaG = zeros(1,K);
sumaT = zeros(1,K);

\

a=[nul matice(1,:) nul]; %Binarni reprezentace rozsifené o nuly pied a za.
c=[nul matice(2,:) nul];

g=[nul matice(3,:) nul

t=[nul matice(4,:) null;

pom=0; %pomocna proménna
k=N/3; %Kkoeficien spektra
Vypocteni fourierovy transformace
pro jednotlivé bindrni reprezentace. /
g=1K
v
n=1.N
y

sumaA(q) = sumaA(qg)+a(pom+n)*exp(-2*Li*pi*k*(n-1)/N);
sumacC(q) = sumaC(qg)+c(pom+n)*exp(-2*Li*pi*k*(n-1)/N);
sumaG(q) = sumaG(q)+g(pom+n)*exp(-2*1i*pi*k*(n-1)/N);
sumaT(q) = sumaT(q)+t(pom+n)*exp(-2*Li*pi*k*(n-1)/N);

pom=pom+1
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%vypocet vykonnostniho spektra
suma = abs(sumaA)."2+abs(sumaC)."2+abs(sumaG). 2+abs(sumaT)."2;

| = zeros(1,L-1);

Detekce jednotlivych pozic exonu

suma(end)>prah

poziceend=[l L];

pozicezac=1;

suma(i)<prah &&
suma(i+1)>prah

+ pozicezac(i)=i

suma(i)>prah &&

suma(i+1)<prah

+ poziceend(i)=i
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Vyhleda pozice, kde bude vektor vétsi nez 0
zacatek = find (pozicezac > 0);
konec = find (poziceend > 0);

\
S¢itani pozic zacatek=[zacatek 0 0];
exontl v pfipadg, konec=[konec 0 0];
. , P=0; A=1; i=0;
ze jsou blizko

sebe.

length (zacatek) < 4

zacatekl = zacatek (1);
konecl = konec (1);

/P<Iength(zacatek)—l \

V
Cc = 1+i;
i=i+1;

\

abs(zacatek(i+1)- konec(i))<=10
&&

abs(zacatek(i+1)- konec(i))~=0

4
QK abs(zacatek(i+1)- konec(i)) <=10 \;
. +
zacatek1(A)=zacatek(i)
konec1(A)=konec(i) zacatekl (A) = zacatek(c);
P=P+1; A=A+1; konecl1(A) = konec(i+1);
i=i+1; P=i+1;
A=A+1;
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zacatekl=[zacatek1 0]
konecl=[konecl 0]
I=1; a=1;
LZ=length(zacatekl);
zacatek=zeros(1,L2);
konec=zeros(1,LZ);

Odstranéni exonu

mensich nez 10.

I=1:Lz-1

konecl(l)-zacatek1(l)<=10

zacatek(a)=zacatek1(1+1);

zacatek(a)=zacatek1(l); konec(a)=konec1(l+1);
konec(a)=konecl1(l);
a=a+l

X

%

zac=find(zacatek1>0);
zacatek=zacatek1(zac);
kon=find(konec1>0);
konec=konec1(kon);

zacatek _konec=[zacatek;konec]’;

\’

tip=zeros(1,L);
[R,S]=size(zacatek_konec)

— > =R

\|/ tip(zacatek_konec(1,1):zacatek_konec(1,2))=1

tip(zacatek_konec(i,1):zacatek_konec(i,2))=1

zacatek _konec
tip

Konec
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