Organizaéné poznamky

e Domaca uloha 2 bude zverejnena dnes, datum odovzdania 29.11. 22:00
Informatici budu implementovat’ algoritmus, ktory bude preberany buduci
tyZzden na cviCeniach

e Nezabudnite na prveé stretnutie ohladom journal clubu
(najneskér 22.11., osobne alebo online).

Pred stretnutim oznamte ¢as a miesto do diskusie skupiny na Moodli

Po stretnuti napiste kratku spravu do diskusie

(kto sa zucastnil, ¢o sa dohodlo, ¢i sU nejaké problémy, staci par viet)



Komparativha genomika
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Komparativha genomika

e Studium evolGcie genémov
— Mutacie jednotlivych baz DNA (tato prednaska)
— Kratke inzercie a delécie

— VAacSie udalosti: prestavby gendmu, duplikacie

e Typy mutacii:
— Neutralne

— Skodlivé (deleterious)

=> Purifikacny vyber (purifying selection)
— Prospesné (advantageous)

= Pozitivny vyber (positive selection)

e Na zaklade porovnavania gendémov chceme najst oblasti
s nezvycajnou evolucnou histériou

(zachovavanie dolezitych funkcii, vyvoj novych funkcii)



Komparativha genomika

e Zostavime viacnasobné zarovnania genomov

(zarovnané miesta by mali pochadzat z tej istej sekvencie spolo¢ného

predka)

Human
Rhesus
Mouse

Dog

Horse
Armadillo
Chicken
X. trop

AGTGGCTGCCAGGCTG——=-GGATGCTGAGGCCTTGTTTGCAGGGAGGT
AGTGGCTGCCAGGCTG——=-GGTTGCTGAGGCCTTGTTTGCCGGGAGGT
GGTGGCTGCCGGGCTG——-GGTGGCTGAGGCCTTGTTGGTGGGGETGGT
AGTGGCTGCCCGGCTG——=GGTGGCTGAGGCCTTATTTGCAGGGAGGT
GATGGCTGCCGGGCTG——=GGCTGCCGAGGCCTTGTTCGTGGGGAGGT
AGTGGCTGCCGGGCTG——-GGAGGCCAAGGCCTTGTTCGCGGGCAGGT
AGTGGCTGCCAGTCTGCGCCGTGGCCGACGTCTTGCTCGGGGGAAGGT
AATGGCTTCCATTTTGTGCCGCTGCTGAGGTCTTGTTCTGGGGAAGAT

o Metody: Kombinujeme techniky na anotaciu (HMM) a pravdepodobnostné

modely evolucie



Priklad 1: Hladanie funkénych oblasti sekvencii

Désledky purifikachého vyberu:
e FunkcCné Casti sekvencie zostavaju zachované, menia sa pomalsie
e Nefunkcné sekvencie sa vyvijaju rychlejsim tempom
e Priklad: gény kbédujuce proteiny, porovnanie Clovek mys
— kédujlice &asti: 85% zhoda (zarovnanie na 98% dizky)
— intrény: 69% zhoda (zarovnanie na 48% dizky)

e Uloha: Hfadame nadmerne dobre zachované sekvencie

e \elk4 ¢ast bude zodpovedat znamym funkénym elementom (koédujuce gény,

regulacné regiony, a pod.)

e Zachované sekvencie ktoré sa neprekryvaju so znamymi funkénymi

elementami: zaujimavé objekty pre vyskum



Opakovanie: hl'adanie génov
Ulohou je najst polohu génov v genéme a ich exénovu Struktdru.

gén 1 gén 2
— 1 [ 1 [ . m—
= Medzigénové oblast —= Intrén I K6dujlci exén

Vytvorime skryty Markovovsky model (HMM), ktory vie generovat sekvencie a ich

anotacie podobné skutonym.

Pytame sa, ktora anotacia je najpravdepodobnejsi par k danej sekvencii.




Opakovanie: pravdepodobnostné modely evolucie

e Strom mbzeme chapat’ ako jednoduchy generativhy model

glum hobit clovek elf ork

e Pre hranu z Y do X dizky ¢t mozno pravdepodobnost mutécie spoé&itat

pouzitim evolu¢ného modelu, napr. Jukes-Cantor:
Pr(X =C|Y = At) = 1(1 — e~59%)

e Pre cely strom Pr(G, H,C,E,O, Al,..., A4) = Pr(Al) -
Pr(A2| Al,t1) - Pr(A4| Al,t5) - Pr(A3| A2,t3) - Pr(G | A3, t5) -
Pr(H | A3,tg) - Pr(C'| A2,t4) - Pr(E | A4,t7) - Pr(O | A4, tg)



PhastCons: detekcia dobre zachovanych sekvencii
Fylogenetické HMM: kombinacia HMM a fylogenetického stromu.

e Dva stavy: zachovana sekv.,

neutralna sekv.

e \V kazdom stave generujeme

cely stipec zarovnania

e Zachovana sekvencia ma krat-

Sie hrany stromu, teda menSia

divergencia sekvencii




Pouzitie fylogenetického HMM

e Model urCuje rozdelenie pravdepodobnosti cez zarovnania a anotacie

(tu: anotacia = oznacenie zachovanych sekvencii)
e Pre dané zarovnanie hfadame najpravdepodobnejSiu anotaciu

e Kombinacia Viterbiho a Felsensteinovho algoritmu
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Vysledky celogenémovej aplikacie PhastCons-u

Zarovnania genomov Cloveka, mysi, sliepky, fugu

Coverage of Annotation Composition of Conserved
Types by Conserved Elements Elements by Annotation Type B cos

18.0% Ml 5 uTR

80%
3'UTR
%l 1.1% -
ggi: 412% ) B other mRNA
40% - 5.2% other trans
30% 2.4% intron
20%
10% | B unannotated
0%

28.5%
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Fylogenetické HMM pre hladanie génov
e PouZijeme stavy z hlfadaca génov

e Pre kazdy stav mame evolucny model

(maticu rychlosti, dizky hran)

e Trojperiodickost frekvencii mutacii pomaha najst gény

Ako velmi pomo6zu zarovnania zlepsit’ presnost’

Exony Gény

Program sn sp sn sp

AUGUSTUS (1 geném) 52% 63% 24% 17%
NSCAN (zarovnanie)  68% 82% 35% 37%

Guigo et al 2006, evaluacia na 1% ludského gendmu
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Geneticky kod

Ala / A
Arg / R
Asn / N
Asp / D
Cys / C
Gln / Q
Glu / E
Gly / G
His / H
Tle /1

START

GCT, GCC, GCA, GCG
CGT, CGC, CGA, CGG, AGA, AGG
AAT, AAC

GAT, GAC

TGT, TGC

CAA, CAG

GAA, GAG

GCT, GGC, GCA, GGG
CAT, CAC

ATT, ATC, ATA

ATC

Leu / L
Lys / K
Met / M
Phe / F
Pro / P
Ser / S
Thr / T
Trp / W
Tyr /Y

Val / V

STOP
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TTA, TTG, CTT, CTC, CTA, CTG
AAA, AAG

ATG

TTT, TTC

CCT, CCC, CCA, CCG

TCT, TCC, TCA, TCG, AGT, AGC
ACT, ACC, ACA, ACG

TGG

TAT, TAC

GTT, GTC, GTA, GTG

TAA, TGA, TAG



Priklad 2: Hfadanie génov pod vplyvom pozitivheho vyberu

e Pozitivny vyber = proces, ktorym sa v genéme ustélia

prospesné mutacie

e Neobvykle vysoké mnozstvo mutacii, ktoré by mohli suvisiet so zmenou
funkcie
e V ramci génov, ktoré kdduju proteiny:

— Synonymné mutacie nemenia zakddovanu aminokyselinu
napr. ACA (Thr) = ACT (Thr)

— Nesynonymné mutacie menia zakdédovanu aminokyselinu
napr. ACA (Thr) = AAA (Lys)

e Vytvorime pravdepodobnostny model evollcie, ktory bude rozliSovat
synonymné a nesynonymné mutacie = identifikacia sekvencii s neobvykle

vysokym podielom nesynonymnych mutacii
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Od Jukes-Cantorovho modelu ku vseobecnejsim modelom mutacii
e Jukes-Cantor predpoklada, Zze kazda mutacia rovnako pravdepodobna

e \/SeobecnenSi model:
zavedieme /i, rychlost’ substitucie z bazy x na bazu y

e Matica rychlosti (substitution rate matrix)

( —HA  HAC  PAG  HAT \
pcAa —HC  HCG  MHCT
HcA HGe —HG  HGT

\ UraA HTCc PTG THT )

Pre dany Cas ¢, mézeme vypocitat pravdepodobnost kazdej substitlcie z

bazy x na bazu y (transition probabilities): Pr(y = C' |z = A, t)
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Znizovanie poctu parametrov — HKY matica

Hasegawa, Kishino a Yano

(_HA TC RTG WT\

T A —luc TG KT KTy akx < Yy je tranzicia
Ha,y =
KT A TC — G  KRTT Ty ak r < v je transverzia
\ TA RTC TG  —HT )

e ekvilibrium: frekvencie w4, mo, TG, TT

e rozliujeme tranzicie C' < T, A < G atransverzie {C, T} < {A, G}
tranzicie sU k krat ¢astejSie (typicky kK =~ 2)

e Mame iba Styri parametre: T4, To, TG, K

(w7 sa dopocita do 1)
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Substitucny model pre kodény
Namiesto jednotlivych baz uvazujeme trojice

Rychost zmeny z kodénu 2 na kodén 7:

e

0 ak sa 7, 7 lis§ia na > 1 poziciach,
Y Y
KT, synonymne tranzicie,
Hij = T synonymné transverzie,

WKT;, nesynonymne tranzicie,

W1, nesynonymné transverzie.

Priklad: paac,ccc =0, pera,crr = ToTT, LWCTA,CCA = WKTCC A

Parametre: Frekvencie kodonov 7;, w, K

neutralna evollcia w = 1, pozitivny vyber w > 1,

purifikaény vyber w < 1
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Aplikacia kodonového substitucného modelu

F \Y I H D S E G D G E C M Q E
C¢lovek TTT GTIG ATC CAC GAC TCC GAG GGG GAC GGC GAG TGC ATG CAG GAG
kosm&d¢ TTT GTG ATC CAC GAG AAC AAC AAG GAC GGC GAG TGC ATG CAG GAT

F Y I H E N N K D G E C M Q D

e Na zaklade celych gendmov mézeme odhadnut zakladné parametre modelu

Ty, K

e Pre dané w a t vieme spocitat’ vierohodnost'
L(w,t) = Pr(C, K |w,t)

e Sledujeme, ako sa meni L(w) = max; L(w, t) pre rdzne hodnoty w
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Test pomerov vierohodnosti (Likelihood-ratio test)

o [ (w) mdze byt najvacsie pre w > 1,
ale méze to byt spbsobené len Statistickou varianciou v datach
—> potrebujeme Statisticky test

e Spoctitame vierohodnost L 4 = max 1 L(w)
e Spocitame vierohodnost L g = max,, L(w) (bez obmedzenia w)
e Vzdyplati Lg > L4

e Ak skutoéné w < 1, L 4 = L pg (nulova hypotéza)
nas zaujimaju pripady Lg >> L 4
—> gén pod vplyvom pozitivneho vyberu (alt. hypotéza)

Za predpokladu, ze w < 1, plati 2log(Lg/L4) ~ x?
= mozno priradit P-hodnotu nulovej hypotéze w < 1
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HFadanie génov pod vplyvom pozitivheho vyberu: Zhrnutie

Najdeme zarovnanie toho istého génu z dvoch organizmov (na urovni

koddnov)

Odhadneme zakladné parametre kodonového modelu na zaklade porovnania

celych genémov
Parameter w modeluje selekciu

Spotitame vierohodnost L 4 = max,, <1 L(w)

a vierohodnost L g = max,, L(w)

Na zéklade Statistiky 2 log(L /L 4) priradime P-hodnotu nulovej hypotéze
w <1

Gény s malou P-hodnotou su pod vplyvom pozitivheho vyberu
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“Jednoducho” rozsiritel'né na porovnanie viacerych organizmov

macaque
codon M
PI‘(A, H, O, M | W, tH, tc, tM) —
ma-Pr(H | A ty) Pr(C| A te) Pr(M| A, ty) tM
Zbavime sa ancestralnych sekvencii: ancestor
don A
Pr(H,C, M |w,ti.to, tay) = . een .
t t
ZAPI(AaHacaM’CU?tHatCatM) / \
human chimp
codon H codon C

Vierohodnost’ w:
L(w) = maxy, to .4, Pr(H,C, M |w,tg,tc, ta)

e Existuje program PAML, ktory takuto vierohodnost pocita

e K dispozicii zlozitejSie modely, napr. s meniacim sa w v ramci génu
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Funkéné kategorie obohatené o gény s pozitivnym vyberom

Defense: cellular defense response, antigen processing and presentation, response to virus, response to

bacterium

Immunity: adaptive immune response, adaptive immune response somatic recomb, lymphocyte mediated
immunity, immunoglobulin mediated immune response, B cell mediated immunity, innate immune response,
complement activation alternative pathway, regulation of immune system process, positive regulation of immune
response, humoral immune response, complement activation classical pathway, humoral immune response
circulating immunoglob, complement activation, activation of plasma proteins mute inflam resp, akute inflammatory

response, response to wounding

Sensory perception: sensory perception of taste, G-protein coupled receptor protein signaling pathway,

neurological process, sensory perception of chemical stimulus, sensory perception of smell
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Viacej genomov pomaha vylepsit ucéinnost’ testov
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Frequency

0.16

0.14

012

0.1

0.08

0.06

0.04

0.02

Pozitivny vyber v duplikovanych génoch

P

1e-04

0.001

0.01
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Zhrnutie
® Prirodzeny vyber ma vyznamnu ulohu v evolUcii

e Purifikacny vyber:
— Zachované regiony maju s velkou pravdepodobnostou nejaku funkciu

— Pri hfadani génov berieme do Uvahy aj typické mutacie kodénov

e Pozitivny vyber:

— Pozitivny vyber v génoch sa prejavuje velkym pomerom nesynonymnych zmien

(evolucia na proteinovej urovni)
— Zduplikované gény su castejSie pod vplyvom pozitivneho vyberu

— Polovacka pokracuje: hfadame gény sposobujuce charakteristické Crty Cloveka

e Metddy: evoluéné modely, fylogenetické HMM, test pomerov vierohodnosti
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