PocCitaCové vyhledavani genu
a funkcnich oblasti na DNA



Hledani genu

* Geny tvori obsahovou slozku genomu
— Variabilni delka
— Jedinecneé sekvence
— Mnohdy sloZzené z exonu a intronu
— Geny pro funkcni RNA

« Jakym zpusobem vyhledavat geny?



Pristupy pro hledani genu

1. Metody zalozené na hledani podobnosti
S |iZ popsanymi geny

2. Metody srovnavaci genomiky

— Srovnani vice dokoncenych genomu

3. Vyuziti algoritmu a statistickych metod
pro analyzu sekvence

— Hledani signalu
Integrované pristupy



Prokaryoticky versus eukaryoticky gen
vyzaduji odlisne pristupy

* Prokaryota

malé genomy 0.5 — 10-10° bp
Vysoka hustota kodujicich
sekvenci (>90%)

Z&dné introny (vyjimky Archea,
fagy)

hledani otevrenych Ctecich
ramcu

doplnéno napf. hledanim

signall pro vazebna mista
ribozomu

Uspé&snost cca 99 %
Problemy: prekryvajici se
OREFs, kratké geny, mista TSS
a promotory

« Eukaryota

Velké genomy 107 — 1070 bp

Nizka hustota kodujicich
sekvenci (<50%)

Struktura intron/exon

statistické modely frekvenci
nukleotidu

sledovani zavislosti pritomnych
ve strukture kodonu

Obsah GC
Presnost dosahuje cca 50 %
Problemy: mnoho!



Metody zalozene na podobnosti

Zalozené na konzervativnim charakteru
sekvenci s urcitou funkci

Vyuzivaji nastroje pro lokalni nebo globalni
prirazeni sekvenci (BLAST, FASTA, LAGAN,
AVID, atd.)

Nemohou identifikovat geny, které nejsou v
databazi (~50% genu)

Omezeni u sekvenci s nizkou podobnosti



1. Metody zalozené na hledani
podobnosti s jiz popsanymi geny

 Databaze

— Proteiny
— cDNA

—EST
* Nastroje pro parove prilozeni sekvenci
umoznujici analyzu genu
— Hledani gent na zakladé podobnosti sekvenci proteini
* blastx

* tblastn
o fastX



2. Srovnhavaci genomika

Zalozene na predpokladu, ze kodujici sekvence
jsou vice konzervativni nez nekodujici

Dva pristupy:
— intra-genomicky (genove rodiny)
— inter-genomicky (mezi druhy)

Mnohonasobneé prilozeni homologickych oblasti
— exony
— regulacni oblasti

Obtizné stanoveni limitu podobnosti a optimalni
evolucni vzdalenosti



Co je srovnavano?

+ Lokalizace genli v genomu

» Struktura gent
— Pocet exonu
— Délky exonu
— Délky intronu
— Podobnost sekvenci

* Vlastnosti genu
— Mista sestrihu
— Vyuziti kodonu
— Konzervovane sekvence



ProC pouzivat pristupy srovnavaci genomiky ?

« Konzervovanost sekvenci v prubéhu znaénych evoluénich
vzdalenosti znaci specifickou funkci (geny, funkcni-
regulacni oblasti)

 Ztrata konzervovanosti behem kratkych evolucnich
vzdalenosti znacCi adaptivni evoluci

-@ Vista Browser 2.0 - Netscape @@@_
Curve  Wiew elp
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Fugu

VISTA Genome Browser http://genome.lbl.gov/vista/index.shtml



Human Mouse

Priklad srovnani lokusu a chromozomu

Charakterizace rozdill umoziuje odhalit mechanismy zmén

sERPND —]
LETRY

Human Locus: HUMPCNA



Multi-Species Comparative Analysis
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Lokalni versus globalizované

prirazeni
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Problém globalniho prirazeni

Nalezeni nejefektivnejsi transformace jedné
sekvence do druhé vyzaduje vyuziti novych
pristupu I
Bodove zmeny,
delece
‘Inverze

Translokace

*Duplikace

Kombinace
uvedenych zmen




Zakladni zdroje a pristupy

 Databaze

— NCBI: Genomy, Geny, Proteiny, SNPs, ESTs,
Taxonomie, atd.

— TIGR: databaze genomovych center

* Analyticky software

— Databazove dotazy (nalezeni podobnych sekvenci),
algoritmy pro prirazeni, shlukova analyza,
vyhledavani repetic, predikce genu

 Algoritmy pro dlouha globalni prirazeni

— algoritmy pro lokalni pfifazeni s rozsirenym vkladanim mezer —
citlivé, ale malo specifické pro dlouhé sekvence

« BLASTZ
« BLAT
— algoritmy pro globalni prirazeni
« AVID
« LAGAN
+ S-LAGAN
- MAVID, MLAGAN



AVID

« Umoznuje srovnani pouze homolognich
sekvenci bez duplikaci, inverzi nebo
translokaci

* Pokud je aplikovan na celé genomy,
vyzaduje predem pripravu a identifikaci
odpovidajicich si regionu



WAXCTAN
(Limited Area Global Alignment)

* Umoznuje srovnat mnohem delsi
sekvence nez AVID v dusledku jiného
algoritmu pro identifikaci vzajemne
odpovidajicich si useku

* Pouziva se spolecné s naslednym
lokalnim prirazenim dlouhych sekvenci
(BLAT)

—rat — mouse
—rat - human



Multi-LAGAN (MLAGAN)

* V porovnani s LAGAN provadi navic
mnohonasobna globalni prirazeni

* Nejprve provede prirazeni vice
pribuznych genomu a nasledné
prifazuje genomy vice fylogeneticky
vzdalene

* Umoznuje konstrukci fylogenetickych
stromu na zakladé globalniho prifazeni
genomu



Shuffle-LAGAN (S-LAGAN)

» Slouzi pro globalni pfirazeni kompletnich
sekvenci genomu

* Poskytuje prirazeni vsech kombinaci
vlozenych sekvenci



Precomputed alignments

* U vyznamnych skupin organismu jsou k
dispozici rozsahla mezidruhova srovnani

— UC Santa Cruz/PennState (translated BLAT or BLASTZ)
— Berkeley Genome Pipeline (BLAT/AVID)

— Ensembl (Phusion/Blastn)
— Vista (LAGAN/SLAGAN/AVID




3. Predikce prekladane oblasti na
zaklade hledani signalu
» Hledani otevienych &tecich ramcu

doplnene hledanim konzervativnich
signalu v transkrip€nich jednotkach

 ORF Finder (Open Reading Frame
Finder)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html

isolated gene

intergenic region

overlapping genes series




Vypocetni pristupy
Klicoveé jsou signaly pro odhaleni genu

Iniciacni a terminacni kodony

mista sestrihu

promotory

vazebna mista pro ribozomy (RBS)
terminatory transkripce
polyadenylacni mista

vazebna mista pro transkripcni faktory



Struktura prokaryoticke transkripcni

jednotky
promotor gen gen gen terminator
\ start stlp J

2l operon



Signaly — senzory ve strukture
eukaryotickeho genu

Start codon codons Donor site

Transcription

/

Promoter

Intron
>_,_ﬁ_,_-,-r--f—'a_h —

Stop codon

AN GATCCCCATGCCTGAGGGCCCCTC
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71
141
231
281
351
421
491
561
631
701
771
841
911

rsbU gene

fem gene

Signaly v jednoduchem strukturnim genu

ATATGGTCAGTGCATATAAAATTTGTTATCATTAGAGTAATTAAAGG CTTTTGGAATCA
ATGEAGGTTCTCATEMIB T TATCTTTTAGTCAAAATAGAAGTCATAGCT TAGAACAATCTTTAAAAGAAG
GATATTCACAAATGGCTGATTTAAATCTCTCCCTAGCGAACGAAGCTTTTCCGATAGAGTGTGAAGCATG
CGATTGCAACGAAACATATTTATCTTCTAATTCAACGAATGAATCATTAGACGAGGAGATGTTTATTTAG
CAGATTTATCACCAGTACAGGGATCTGAACAAGGGGGAGTCAGACCTGTAGTCATAATTCAAAATGATAC
TGGTAATAAATATAGTCCTACAGTTATTGTTGCGGCAATAACTGGTAGGATTAATAAAGCGAAAATACCG
ACACATGTAGAGATTGAAAAGAAAAAGTATAAGTTGGATAAAGACTCAGTTATATTATTAGAACAAATTC
GTACACTTGATAAAAAACGATTGAAAGAAAAACTGACGTACTTATCCGATGATAAAATGAAAGAAGTAGA
TAATGCACTAATGATTAGTTTAGGGCTGAATGCAGTAGCTCACCAGAAAAATIFABGCGTCTATTATATGT
ATTTTTCAGAGATAAATAAAATATTGATATAAAAGACAATAACTTTATAATAATTATAACTATTTCTAAA
TTCTGTACGAAGAATTTTCTTATAAACAAAGATTTTAGCAAATACCAGTTATGATATTCATATTTTTTAT
TATAAAAGGATGTCTTAAGTTTTTTAGGETTTAGET DATCCTARAGT TTTTTTTAGCTTAAAAGTA
TCATCTACAGCAAAATTGCAAACGACAAAATTGATAAGTGCAATTAAATAAATGTTAGTAAGTGAATCAT
AATTATCCTTGCTTAAGCATTTGCTTTGTAAGGGAAGTGAGGAGGCAACTAATCG 965

70
140
210
280
350
420
490
560
630
700
770
840
910



Metody pro vyhledavani signalu

* hledani konvencni sekvence spolu
s moznostmi pripustnych odchylek

* pouziti vazenych matic
— kazda pozice vzoru signalu pripousti shodu
s jakymkoli zbytkem

— ruzneé zbytky maji v kazde pozici prirazenou
jinou vyznamnost



Priklad konsenzni sekvence signalu

« Ziskana vybérem nejCasteji se vyskytujici baze v kazdé
pozici mnohonasobnéeho serazeni prislusnée
subsekvence naseho zajmu

TACGAT
TATAAT
TATAAT
GATACT
TATGAT
TATGTT

konsensus sequence TATAAT

konsensus (IUPAC)

* Vede ke ztraté informaci a ziskani mnoha falesné
pozitivnich i negativnich vysledku



Priklad pozicni vazené matice
* \yjadruje frekvenci kazdé baze v kazdé pozici prislusné
sekvence

TACGAT 112 [3]4]5]6
TATAAT A|l0O|6 [0|3(4|0
TATAAT C|{0({0 [1/0]110
GATACT ‘ G|1/0 |0/3|0|O0
TATGAT T(5/0 [5/0]1]6
TATGTT

« Skore kazdeho predpokladaného mista je vyjadreno
souctem hodnot z matice (prevedeno na
pravdepodobnosti)

* Nevyhody:
— Je vyzadovana hranicni hodnota
— Predpoklada nezavislost sousedicich bazi



Priklad signalu

RBS (vazebné
misto pro ribozom)




Priklad signalu: misto sestrinu (mys)

Acceptor Site

5

meboge bkt p oy




Analyza sekvence predikovaného genu

* Dulezité je posouzeni charakteru sekvence
— delka
— obsah GC
— statistické modely modely frekvenci nukleotidu

The Human Codon Usage Tahle




Markovovy modely

* NejCasteji pouzivane statisticke modely pro
hledani genu

* Vyjadruji pravdepodobnost sekvencnich udalosti




Priklad komplexniho algoritmu se

skrytymi Markovovy modely (HMM)

@ 5u — [ e

u an ¥
?H;%# oo
5'UTAR - Inergenic hiergenic — Jra- 3'UTR
niergenic Infergenic
Single Exon
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Srovnani ruznych pristupu pro
vyhledavani genu

‘GenBank A GenBank A
29 89

AVAVANAVA

117 95

GeneMark.hmm GeneMark.hmm

B. subtilis




Predikce eukaryotickych genu:
GRAIL Il: vyuziva neuronove site

score of Bmers in candidate region

score of Gmers in flanking regions

Input layer




Doporuceny software pro cviceni — GenMark

GeneMark

& family of gene prediction programs developed by Mark
Borodovsky's Bioinformatics Group at the Georgia

Institute of

What's New:

Gene identification in novel
eukaryotic genomes by self-
training algorithm:
GeneMark.hmm-ES

Technology , &tlanta, Georgia, USA,

Gene Prediction in Bacteria, Archaea and

Metageno

mes

For bacterial and archasal gene prediction you can
use the parallel combination of GeneMark-P and
GeneMarlk. hmm-P. For a novel genome you can use
gither the Heuristic models option {if the sequence
is shorter than 200 kb) or the self-training program
GeneMarks (aka GeneMark.hmm-F3S).

Gene Prediction in Eukaryotes

eod

For eukaryotic gene prediction you can use the
parallel combination of GeneMark-E and
GeneMarlk. hmm-E. For a novel genome (the one
whose name is not in the list of available models)
vou can run GeneMark.hmm-ES, the self-training
program {just 10MB seqguence is needed for
training.

Gene Prediction in Viruses

For gene prediction in novel viruses and phages
vou can use GeneMark. hmm. Viral genome
annotations are accessible via VIOLIMN database,

Gene Prediction in EST and cDNA

~rf

I1:

To analyze ESTs and cDMNAS vou can use
GenaMark-E.

Supported
MIH
- Wg,,
Y

Powered by IBM %

Borodovsky Group

Gene Prediction
Programs

« GeneMark
GeneMark, hmm
GeneMarks
Heuristic models
Frame-by-Frame

Information

« Background
« References
« In GenBank
o FAD

« Contact

Databases of
predicted genes

+ ProkaryotesClosed,
Updating

« Viruses/Phages
(YIOLIND

Models for Gene
Prediction

« Download



http://opal.biology.gatech.edu/GeneMark/
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