Organizacné poznamky

e DU1 bude zverejnend zajtra, odovzdavanie do stredy 8.11. 22:00

Journal club: skupiny
e Zoznam skupin na stranke predmetu
e V Moodle skupina pre kazdy clanok + diskusné forum
e Forum vyuzite na komunikaciu v ramci skupiny

e Skupina 3 je anglicky hovoriaca



Journal club: stretnutie

e Kazdy si najprv precita ¢lanok,
potom sa kona stretnutie, kde o ¢lanku diskutujete, vysvetlite si navzgjom

nejasnosti, planujete pisanie spravy
e Prvé stretnutie skupiny najneskér 22.11. osobne / online
e Datum, Cas a miesto oznamte aspon 24 hodin vopred na Moodli

e Po stretnuti napiste kratku spravu zo stretnutia do diskusného fora

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

e Ak treba, dohodnite si s nami konzultacie



Sprava zo journal clubu
e Vlastnymi slovami hlavné metody a vysledky clanku

e Pochopitefna pre Studentov tohto predmetu (inf aj bio), treba teda vaésinou
pridat’ vela vysvetfovania potrebnych pojmov

e Netreba pokryt vSetko a naopak, mézete vyuzit aj iné zdroje
e Skuste vlozit vlastny pohlfad na tému
e Rozsah cca 1-2 strany na osobu, jeden uceleny text

e V sprave vymenujte Clenov skupiny, ktori sa podielali na jej spisani, dostanu
rovnhako bodov



Hladanie génov

Brona Brejova
19.10.2023



Co s osekvenovanymi genémami?

gén
DNA: Q replikacia

transkripcia do RI;IA

4

RNA: I

spracovanie RNA

regulama

RNA: —

transIaC|a
do proteinu

RNA: — protein: :

® gény kodujuce proteiny (dnesna prednaska)

e RNA gény

e signaly pre regulaciu transkripcie, zostrihu, atd’
e pseudogény (nefunkéné kdpie génov)

e repetitivne sekvencie, opakovania (sequence repeats)



Struktdra eukaryotickych génov

Proces syntézy proteinov:

DNA: — — e
: . prepis, transkripcia (transcription)
- skopiruj suvisly usek DNA

pre-mRNA: [
e e " zostrih RNA (RNA splicing)
’ - vystrihni intrény (introns)

MRNA: [ s e

preklad, translacia (translation)
- preloz kodony, trojice nukleotidov,
na amino kyseliny
protein: |
exon:
[ UTR (untranslated region) == intrén
B kédujuci exén —— intergenic region (medzigénovy Usek)

Translacia: tri bazy mRNA (kodén) — aminokyselina proteinu

- A N A N A N g
-~ -~ - -~




Ludsky gendm

Gény kodujuce proteiny

— cca 20 000, pokryvaju 40% genému
—cca 10 exonov v géne

— exony pokryvaju 2% genému

— kodujuce exény 1.2% gendmu

Repetitivhe sekvencie
— pokryvaju 49% gendédmu

Priklad: gén IGF1R zabera 315569nt, z toho kdéduje 4101nt v 21 exénoch

98,700,000 | 98,750,000 | VIRA7 141 98,800,000 | 98,850,000 | 98,900,000 | 98,950,000 |
MIR47
} fort PRI bt IR TR 4

[



Bioinformaticky problém: hfadanie génov

Ciel': ngjst vSetky gény kodujuce proteiny v genome.
Tym ziskame katalog vsetkych proteinov.

Zjednodusenia:

® neuvazujeme alternativny zostrih, prekryvajuce sa gény

e nehfadame neprekladané oblasti (UTRs) na zacCiatku a konci génu



Bioinformaticky problém: hfadanie génov
Vstup: sekvencia DNA

cggtgaaactgcacgattgttgctggcttaaagatagaccaatcagagtgtgtaacgtca
tatttagcgtcttctatcatccaatcactgcactttacacactataaatagagcagctca
tgggcgtatttgcgctagtgttgggtgttccgctgtgectgtttttcecgtcatggectcgcea
ctaagcaaactgctcggaagtctactggtggcaaggcgccacgcaaacagttggccacta
aggcagcccgcaaaagcgctccggceccaccggcggcgtgaaaaagccccaccgctaccgge
cgggcaccgtggctctgcgcgagatccgceccgttatcagaagtccactgaactgecttattce
gtaaactacctttccagcgcctggtgcgcgagattgcgcaggactttaaaacagacctgce
gtttccagagctccgctgtgatggctctgcaggaggcgtgcgaggecctacttggtagggce
tatttgaggacactaacctgtgcgccatccacgccaagcgcgtcactatcatgcccaagg

acatccagctcgcccgceccgcatccgecggagagagggecgtgattactgtggtctctcectgac



Bioinformaticky problém: Hl'adanie génov

Ciel': oznac kazdu bazu ako intrén/exén/medzigénovu oblast

cggtgaaactgcacgattgttgctggcttaaagatagaccaatcagagtgtgtaacgtca
tatttagcgtcttctatcatccaatcactgcactttacacactataaatagagcagctca
tgggcgtatttgcgctagtgttgggtgttccgectgtgctgtttttecgt cCatgocEeges
EEEECEEENeNEgeEE o t ctactggtggcaaggcgccacgcaaacagttggecacta
aggcagcccgcaaaagcgcetcecggeccaccggeggegtgaaaaagecccaccgcetaccgge
cgggcaccgtggctctgcgcgagatccgecgttatcagaagtccactgaactgettatte
SRS EECCNNRCEEEgEERg o t gcgcgagattgecgcaggact ttaaaacagiiceiugE
gtttccagagctccgectgtgatggctctgcaggaggcgtgcgaggectacttggtaggge
tatttgaggacactaacctgtgcgccatccacgccaagcgegtcactatcatgcccaagg
acaticcagetcgeccgecgecatecgcggagagagggegtgat tactgtggtctctetgac

gén 1 gén 2
— ] N

=== Medzigénova oblast— Intr6n I Kodujuci exon
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Bioinformaticky problém: hfadanie génov
Vstup: sekvencia DNA

Ciel': oznac kazdu bazu ako intrén/exdn/medzigénovu oblast (anotacia)

e Toto nie je dobre definovany problém!

Ako spozname, ¢o je gén?

11



Ako spozname gény?

Signaly na hraniciach exénov:

kratke retazce, kde sa viazu komplexy zUc¢astnujuce sa na expresii génu

promoter start of branch translation ponA add
signals | translation site stop site
start of donor acceptor AATAAA
transcription site site box

mmm Medzigénova oblast — Intrdn

I Kdédujuci exoén

Priklad signalu: miesto zostrihu

Exén Intrdn

ccatcccctatatttatggcagGTgaggaaagggtgggggctggee
attcatcatcatgggtgcatcgGTgagtatctcccaggeccccaatce
agaagatctaccccaccatctgGTaagtgtgtcccaccactgecccc
acagagtgagcccttcttcaagGTgggtggtgtcagggectccccc
acgagtcctgcatgagccagatGTaaggcttgecgttgecctecct
tgcagaacctcatggtgctgagGTggggeccaagectgggeegggeg
tcgatgaatttgggatcatccgGTgagagctcttcctctectectgg
agatgacgtccgtgatgagaagGTagggggtgcaccccagtcccca
gtggagaatgagaggtgggatgGTaggtgatgeccttcgaggeccag
tttcttgtggctattttaaaagGTaattcatggagaaatagaaaaa

12



Ako spozname gény?

Zlozenie sekvencie:
e ina frekvencia k-tic baz v kddujlcich a nekéduijlcich oblastiach,
e kodujuce oblasti su 3-periodicke,

e stop koddony (TAA, TGA, TAG) len na konci posledného kddujuceho exdénu.

Priklad: ak uvazujeme len jednotlivé bazy, exény maju viac C a G (fudsky gendém)

a C g T
kodujaciexon i) | 0.26 026 032 0.16
EN | 030 024 020 026
Pl | 017 o032 031 020
intron 026 022 022 0.30
medzig. 027 023 023 0.27
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Bioinformaticky problém: hfadanie génov
Vstup: sekvencia DNA

Ciel': oznac kazdu bazu ako intrén/exdn/medzigénovu oblast (anotacia)

e Toto nie je dobre definovany problém!

Ako spozname, ¢o je gén?
e Ziadna informacia nam neumozfuje jednoznaéne uréit, o je gén.

e Chceme skoérovaci systém, ktory povie, ako dobre potencialna anotacia
zodpoveda nasim znalostiam.

e Potom hfadame anotaciu (alebo: segmentaciu pévodnej sekvencie na
neprekryvajuce sa regiony, ktoré reprezentuju introny, exény a medzigénove

useky) s maximalnym skore.

e Na definiciu skérovacieho systému pouzijeme pravdepodobnostné modely.

14



Pravdepodobnostny model génov

Ziadna informacia nAm neumoziuje jednoznaéne uréit, &o je gén.

Skombinujeme dostupnu informaciu pravdepodobnostnym modelom.

model ——nahodna DNA sekvencia S, nahodna anotacia A

Pr(S, A) — pravdepodobnost, ze model vygeneruje par (S, A).

Model zostavime tak, aby pary s vlastnostami podobnymi skutoénym génom mali

velku pravdepodobnost.

Pouzitie: pre novi sekvenciu S najdi najpravdepodobnej$iu anotaciu
A = argmaxy Pr(A|S)

15



Pravdepodobnostny model génov

model

——nahodna DNA sekvencia S, nahodna anotacia A

Pouzitie: pre sekvenciu S néjdi najpravdepodobnejsiu anotaciu A

Hrackarsky priklad modelu: sekvencie dizky 2

Tabulka pravdepodobnosti pre 16 sekvencii, 9 anotéacii (sucet 1)

Najpravdepodobnejsia anotacia pre S —aa je @®.

aad
aa
aa
ada
aa
el
aa
Ela
ada

0.008
0
0.011
0
0.009
0
0.007
0
0.010

acC 0.009 &g 0.0085
ac o :
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Skryty Markovov model, hidden Markov model (HMM)

Spbsob, ako zadefinovat model pre dihSie sekvencie.
0.999 0.99 0.99

0.001 0.007

0.003 0.01
a:0.27 a:0.24 a:0.26

c:0.23 c:0.27 c:0.22
g:0.23 g:0.28 g:0.22
t:0.27 t:0.21 t:0.30

e Konecny automat, stavy napr. exon, intrén, medzigénova oblast
® Sekvenciu aj anotaciu generuje bazu po baze

e V kazdom kroku je v jednom stave a ndhodne vygeneruje jednu bazu podla

tabuflky v stave

e Potom sa presunie do d'alSieho stavu podfa pravdepodobnosti na hranach

17



Skryty Markovov model (HMM)
0.999 0.99 0.99

0.001 0.007

0.003 0.01
a:0.27 a:0.24 a:0.26

c:0.23 c:0.27 c:0.22
g:0.23 g:0.28 g:0.22
t:0.27 t:0.21 t:0.30

Predpokladajme, Zze model vzdy zacina v modrom stave.

Priklad:

Pr(aea) = 0.27 - 0.001 - 0.27 - 0.99 - 0.24 = 0.000017

Pr(aea) = 0.27 - 0.999 - 0.23 - 0.999 - 0.27 = 0.017
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Matematické oznacCenie
Sekvencia S1,...,9,

Parametre modelu:

Prechodova pravdepodobnost a(u,v) = Pr(A;+1 = v|A4; = u),
Emisnéa pravdepodobnost e(u, x) = Pr(S; = x|A; = u),

Potiatotnéa pravdepodobnost 7m(u) = Pr(A; = u).

a [] e a c g t

B | 099 0.007 0.003 B | 024 027 028 0.21
001 099 0 026 0.22 0.22 0.30
0.001 0 0.999 027 023 023 0.27

Vysledna pravdepodobnost: Pr(A1, ..., A,,S1,...,5,) =
7.‘-(“41)6(1417 Sl) H?:Q a(Ai—17 AZ)B(A“ S’L)
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Hradanie génov s HMM

model

(HMM) —— nahodna DNA sekvencia S, nahodna anotacia A

(podobné na ozajstnu DNA)

Pr(S, A) — pravdepodobnost, ze model vygeneruje par (S, A).
e Urcenie stavov a prechodov v modeli: ru¢ne, na zaklade poznatkov o

étruktt]regénu.8 ? 8

e Trénovanie parametrov: emisné a prechodové pravdepodobnosti uréime na

zaklade sekvencii so znamymi génmi (trénovacia mnozina).

e Pouzitie: pre novu sekvenciu S najdi najpravdepodobnej$iu anotaciu
A = argmaxy Pr(A|S5)
Viterbiho algoritmus v Case O(an) (dynamické programovanie)

20



HMM na hl'adanie génov: 3-periodické exony

Kodén (trojica baz) — jedna aminokyselina

- o = o’ P N -
"~ "~ ~~ ~

Namiesto jedného stavu pre exdn pouzijeme tri stavy v cykle.

¢
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Nové stavy maju odliSné emisné pravdepodobnosti

0.999 0.99 0.99
g0.00I ?0.007 g
) (
0.003 0.01
a:0.27 a:0.24 a:0.26
c:0.23 c:0.27 c:0.22
2:0.23 2:0.28 g:0.22
t:0.27 t:0.21 t:0.30
€ a C g T a C g t

026 026 032 0.16
030 024 020 0.26
017 032 031 0.20
026 022 022 0.30
027 023 023 0.27

B | 024 027 028 0.21
026 0.22 0.22 0.30
027 023 023 0.27

NEQ "
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HMM na hradanie génov: konzistentné kodény

DNA:

Intron mdze prerudit koddn uprostred, chceme pokracovat', kde sme prestali.

protein: —‘ ‘ ‘—

A g
-
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HMM na hladanie génov: signaly

- Intrén

ccatcccctatatttatggcagGTgaggaaagggtgggggctggeg
attcatcatcatgggtgcatcgGTgagtatctcccaggccccaatce
agaagatctaccccaccatctgGTaagtgtgtcccaccactgecccc
acagagtgagcccttcttcaagGTgggtggtgtcagggecctcccecce
acgagtcctgcatgagccagatGTaaggcttgecgttgeccteccect
tgcagaacctcatggtgctgagGTggggccaagectgggeecgggeg
tcgatgaatttgggatcatccgGTgagagctcttcctctectectgg
agatgacgtccgtgatgagaagGTagggggtgcaccccagtcccca
gtggagaatgagaggtgggatgGTaggtgatgccttcgaggeccag
tttcttgtggctattttaaaagGTaattcatggagaaatagaaaaa

Pridaj sériu stavov medzi exén a intrén:

000 @®®-@@® ]
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HMM na hladanie génov: celkovy model

translation start  translation start

g g g

3 3 3

s A5 A%

@ G TN

= - - exon intergenic exon = = -
S S S S S S
3 3 3 3 3 3
S 3 3 S S S
3 3 3 3 3 3
(" G N S) ~ Y
N N N N N N
=) =) =) =) =) =)
S OYS Ys Y 8V 8
= = = < = =
o = ) = b =
s OF Of SO 50 §
@ G TN ) ~ N

e
translation stop translation stop
Reverse strand Forward strand
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Stavy vyssich radov
Rad 0: emisna tabulka e uréuje Pr(S;|A;)

Rad 1: e uréuje Pr(5;|A4;,5;-1)

A, S;_1 | a C g t
a 024 023 034 0.19
c 030 031 013 026

B 027 028 028 0.7
L 013 028 038 0.21
a 030 0.8 027 025
c 032 028 006 0.35
g 027 022 027 024
L 020 021 026 0.33

Na charakterizovanie exonov, intronov atd’ pouzivame rad 4-5.
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Experimentalne overovanie génov
Overenie transkripcie a zostrihu

e RNA-Seq: sekvenovanie ¢asti mMRNA extrahovanych z bunky. Nie je cielené

na konkrétny gen.

e RT PCR: cielene over konkrétny predpovedany gén pomocou Specifickych

primerov.

DNA: I

Primery: = P

mMRNA:

PCR produkt: i |

Problémy: tazko najst gény s expresiou iba za zvlastnych podmienok
(napr. v embryu), kontaminacia gendmovou DNA,

nejednoznacné namapovanie na gendém.
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Experimentalne overovanie génov

Overenie translacie, pritomnosti proteinu

e Hmotnostna spekitrometria (mass spectrometry) dokaze detegovat’

pritomnost proteinu izolovaného napr. z 2D gélu.

e Metody zalozené na protilatkach (antibody), pripadne Specifické techniky

podfa typu proteinu.
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Priklady programov na hfadanie génov

Len na zaklade sekvencie DNA:

HMMGene [Krogh 1997] (autor je priekopnikom HMM v bioinf.),

Genscan [Burge a Karlin 1997] (po mnohé roky standard),

GeneZilla [Majoros a kol. 2004], ExonHunter [Brejova a kol. 2005], Augustus
[Stanke a Waack 2003] (novSie programy zalozené na zovéeobecnenych HMM).
CONTRAST [Gross 2007], CONRAD [DeCaprio 2007] (programy zalozené na

conditional random fields, oomena HMM)

Prokaryotické genomy:
GeneMark [Lukashin a Borodovsky 1998], Glimmer [Delcher a kol. 1999] a d'alSie.
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Vybrané programy na hl'adanie génov

Porovnavanim viacerych sekvencii:
Twinscan [Korf a kol. 2001]

(prvy uspesny gene finder s dvoma genémami),
Exoniphy [Siepel a Haussler 2004]

(viacero gendmov, nehlada celé gény),
N-SCAN [Gross a Brent 2006]

(rozSirenie Twinscanu na viacero genémov).

Ina informacia: (napr. RNA-seq, pribuzné proteiny a pod.)
ExonHunter [Brejova a kol. 2005], Augustus [Stanke a kol. 2006],
Jigsaw [Allen a Salzberg 2005], Fgenesh++ [Solovyev 2006].

Augustus patri dodnes medzi Casto pouzivané programy.
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Obmedzenia hladacov génov

e Alternativny zostrih (alternative splicing): jeden gén méze vyprodukovat
viacero mRNA molekul. Programy vacsinou hfadaju iba jednu.

Retained intron: Skipped exon:

[ 22— | Saaaa— N
] I N
Alternative donor or acceptor: Mutually exclusive exons:

[ 22— I N N
== 2 I | E—

e Pretinajuce sa geény, resp. gény v intrénoch.

e Netypické gény (neobvyklé signaly, velmi kratke alebo dihé exdny alebo
introny atd'’.)

e Hlfadanie UTR a zaciatku/konca transkripcie.
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Hlradace génov robia ¢asto chyby

Najlepsie metody v 2005 na fudskom genome: [Guigo et al 2006]
20% génov, 60% exdnov spravne iba na zaklade DNA
35% génov, 65% exdnov spravne komparativne

70% génov, 85% exdnov spravne s dalSou informaciou

Scale 10 Kb} I
chr2: 149220000/ 149225000/ 149230000/ 149235000/ 149240000| 149245000| 149250000] 149255000] 149260000]
RefSeq Genes
EPC2 -4 i -+ i s | | i bl —
Augustus Gene Predictions Using Hints
g8922.t1 =4 i -+ 1 -1 Llane aa sase )
Augustus De Novo Gene Predictions
g7490.t1 >~ i -+ i i | | 1 -
Au;;ustus Ab Initio Gene Predictions
g8986.t1 =4 e | | st | f bt
Scale 50 bases} |
chre: 149255700 149255750| 149255800|
RefSeq Genes
EPC2
Augustus Gene Predictions Using Hints
98922 11 TGGII TEEQFQTHQQQLVIA@MQRQQAILAQILIQQKQQSQHISISQQTHIPKAAQ
Augustus De Novo Gene Predictions
g7490.t1 Gl TIEIEEQFQTHQ@QILlveMQAQRQQALAlQLIQAalKal@sQHISSQQlITHPKIAQ

Augustus Ab Initio Gene Predictions
98986.11 3==———— T GG I TEEQFQITHQQQLVAQMQRQQLAQLQA@KQQSQHSISQQTHPKARQ



Kolko génov ma clovek?

Do 2001: Rb6zne odhady: 50 000-140 000 génov
2001: predbezna verzia fudského genému: 30 000—-40 000 génov
2004: sekvencia fudského genému: 20 000—25 000 génov

2007: v katalégoch Ensembl, RefSeq a VEGA spolu 24 500 génov
[Clamp a kol. 2007] tvrdia, Ze iba 20 500 z nich je spravnych
Ale su gény, o ktorych este nevieme?

2010: RefSeq méa 22333 génov
Stéale neistota 21000 [Pertea, Salzberg 2010]
Ro6zni fudia sa mdzu lisit' v desiatkach génov

2012: Projekt ENCODE odhaduje 20687 génov kodujucich proteiny,
v priemere 6 alternativnych transkriptov na geén,
plus 8 800 kratkych a 9600 dihych RNA génov
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Zhrnutie

e Novo osekvenované genomy treba anotovat':

urCovat funkcie jednotlivym oblastiam sekvencie
e Prikladom anotacie je hfadanie génov kddujucich proteiny
e Na hladanie génov sa hodia skryté Markovove modely

e Modely robia vefa chyb, ale daju nam zakladnu predstavu o polohe a pocte

génov, mézeme Studovat ich funkciu
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