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Abstrakt

Programy hladajiice gény hrajui dolezitt tlohu pri skiimani genémov.
Porovnal som styri gene findery na DNA sekvencii z drozofily (Drosophi-
la melanogaster): Augustus [4], Exonhunter [1], GenelD [6] a Gene-
Mark [8][9]. Triz nich, Augustus, ExonHunter a GenelD, som porovnal
aj s pouzitim zarovnania EST sekvencii na geném.

1 Uvod

V mojej bakalarskej praci sa venujem programu ExonHunter. Prirodzene
ma zaujima, ako si ExonHunter vedie v porovnani s inymi programami.
Navyse, po vykonani kazdej zmeny si treba overit, ¢ tdto zmena priniesla
nejaky tzitok. Jednou takouto zmenou je aj moznost pouzitia programu Blat
na spracovanie EST sekvencii. Tymto projektom som sa pokisil zodpovedat
prvu otazku a ziskal skisenosti a zakladny rdmec pre neskorsie porovnanie
so zmenenym ExonHunterom.

Hladanie génov (alebo predpovedanie) sa vo véeobecnosti d4 rozdelit na
tzv. ab nitio hladanie a hladanie pomocou externych dét. Oba typy pro-
gramov majui ako vstup DNA sekvenciu a ich vystupom je anotacia: kde
s exény, intrény, Start/stop koddény, niekedy aj acceptor/donor signdly.
Pravdepodobnostné modely (skryté Markovovské modely - Augustus, Ex-
onHunter, GeneMark; positional weight matrices - GenelD) v tychto pro-
gramoch vyzadujud trénovanie na uz oanotovanych kiskoch genému - niekolko
stoviek génov (Augustus, ExonHunter, GenelD). Vynimkou je GeneMark,
ktory pouziva samotrénovanie (self-training), vstupnd DNA sekvencia vsak
musf byt dostato¢ne dlh4 (asponn 10MB).

Programy pracujice aj s externymi datami funguji podobne, no svo-
je predikcie dokdzu korigovat na zdklade externych informdcif. Takymi to
informéciami st napr. zarovnanie genému s EST sekvenciami, zarovnanie
genému s proteinmi, zarovnanie genému k inému genému. Nevyhodu je, ze



tieto externé ddta nie sui dostupné pre novosekvenované organizmy, vyhodou
je, ze dokazu byt presnejsie.

2 Data

Pracoval som datami predtym pouzitymi pri trénovani programu Exon-
Hunter [17]. Boli to DNA sekvencie chromozému 2 (L a R) drozofily [18]. Na
vyhodnotenie bola pouzita anoticia z UCSC genome annotation databazy
[19]. Podla tejto anoticie, 2L obsahuje 2449 génov s 3630 transkriptmi ob-
sahujicimi 16594 kodujicich tsekov, 2R obsahuje 2712 génov s 4240 tran-
skriptmi obsahujicimi 21898 kédujicich tsekov. Tieto data boli rozdelené
na testovaciu mnozinu (ti som pouzil pri porovnani vsetkych programov)
a trénovaciu mnozinu pre ExonHunter. Testovacia mnozina (sekvencia [22],
anotacia [23]) obsahuje 1796 génov s 2681 transkriptami obsahujicimi 7681
exénov (16 MB).

Pri porovnani vysledkov programov s pouzitim EST boli pouzité déta z
DFCI Gene Index [20], dokopy 42538 EST sekvencii [24] vo formate FASTA
(62 MB).

3 Programy

Porovnédval som s programami na hladanie génov Augustus, ExonHunter,
GenelD, GeneMark a pri porovnani s EST datami aj s programami Repeat-
Masker [12] na maskovanie opakujucich sa isekov v genéme a Blat [13] na
zarovnanie EST sekvencii ku genému. Povodne som medzi gene findery chcel
zaradit aj program GeneZilla [10][11], avsak autori na webe neuvddzaji na-
trénované parametre pre drozofilu a na ziadost o ich poskytnutie neodpisali.
Namiesto GeneZilly som do porovnania zahrnul GenelD.

3.1 Augustus

Augustus [4] stavia na viacerych matematickych modeloch. Autori zdoéraznuji
hlavne modelovanie dizok intrénov. Ich skryty Markovovsky model v kazdom
stave emituje retazec DNA v podstate ndhodnej diZky. Rozdelenie dlzok a
prechodové pravdepodobnosti sa uréia trénovanim. Pouzivaji pri tom dalsie
matematické modely: Markovovské retazce, windowed weight array model,
interpolované Markovovské modely a ich vlastnii metédu nazvanu similarity
weighting of sequence patterns.

Intrény modeluji stavy na obrazku 1. Autori kombinuju stav s danym
rozdelenim dlzok kratsimi ako d a stavy modelujice dlhsie intrény, kde dlzka
¢asti dlhsej ako d ma geometrické rozdelenie. Dosahuji tym vicsiu presnost,
pricom prili§ nestracaju vypoctovy vykon.



Obrazok 1: Modelovanie intrénov v HMM programu Augustus [4]. Stav DSS
znamend donor splice site, ASS acceptor splice site, Ispore modeluje kratke
intrény a Ifizeq s Igeo dlhé intrény.

Ak m4 intrén dizku najviac d, zodpovedajica cesta vedie cez stav Ispont,
ak m4 dlzku viac ako d, cesta vedie najskor cez stav Iy eq a potom [ —d
krét cez stav Iy, do stavu ASS.

Autori udévaju, ze pre drozofilu si zodpovedajice hodnoty parametrov
priblizne ¢ ~ 1/4894,p ~ 0.78,d = 929.

Vystupom programu Augustus je anotacia s najvicsou a-posteriori prave-
podobnostou, najdend Viterbiho algoritmom.

3.2 ExonHunter

ExonHunter [1] sa snaz{ vyuzit ¢o najviac dostupnych dat — okrem samotnej
DNA sekvencie aj EST zarovnania, proteiny, vzajomné porovnanie s inym
genémom a repetitivne sekvencie. Kombinuje ich do hierarchie ,,radcov”,
pravdepodobnostného rozdelenia Strukturdlnych prvkov genému. Pouziva
pri tom kvadratické programovanie, ktoré pri kombinovani dokéze najst kon-
senzus aj v pripadoch, ked si déta z roznych zdrojov odporuju.

Program vyuziva skryty Markovovsky model. Od inych programov sa
odlisuje modelovanim GC obsahu na zéklade ,,0okna” velkosti 1000 baz oko-
lo aktudlnej pozicie (ke&ie aj v ramci jedného génu sa podiel GC obsahu
moéze vyrazne ligit v kédujicich a nekddujicich tdsekoch); modelovanim
donor a acceptor signdlov pomocou HOT radu 2 [2]; modelovanim rozde-
lenia dizok exénov a intrénov ako hlavu (s lubovolym rozdelenim) a geomet-
ricky zmensujicim sa chvostom [3] (podobnd metéda je pouzita v programe
Augustus na modelovanie dizok intrénov) a modelovanim medzigénovych
usekov stavom negeometricky generujicim pocet k-tic a stavom rovnomerne
generujucim dizky od 1 po k, ¢im sa dosahuje negeometrické rozdelenie dizok
medzigénovych usekov.



Data z externych zdrojov spoji ExonHunter do superradcu, ktory potom
ovplyviiuje Viterbiho algoritmus hladajici najpravdepodobnejsiu anotéciu
v HMM prenasobenim emisnych pravdepodobnosti.

Ak nie si k dispozicii ziadne externé data, ExonHunter sa sprava ako
standardny ab initio program, predikujuci Struktiru sekvencie len na zéklade
skrytého Markovovského modelu.

3.3 GenelD

GenelD [6] bol jednym z prvych programov umoznujicich predikciu struktiry
sekvencie DNA stavovcov. Pouzival hierarchicku struktiru — najskor prediko-
val signdaly (Start a stop kodény, miesta zostrihu) pozdiz celej sekvencie, po-
tom na zaklade tejto predikcie zostavil exény a napokon optimélnu anotéaciu.
Novsia verzia Funguje tiez hierarchicky avSak skore pre signdly pocita v log-
aritmickej mierke, signdly pre dany exoén scita, a potom dynamickym pro-
gramovanim [7] prehladé priestor exénov a zostavi z nich anotéciu (pricom
maximalizuje celkové skére).

Autori zdoraziuji, ze vyhodou ich programu je velmi dobré ¢asové a
pamiitova narocnost.

3.4 GeneMark
GeneMark.hmm ES-3.0 [8][9] sa od ostatnych programov vyznamne lisi na-
jma sposobom, akym ziskava parametre pre svoj skryty Markovovsky model.
Zatial ¢o napriklad ExonHunter sa sistredi na ¢o najlepsie vyuzitie vSetkych
zdrojov informacii, GeneMark sa spolieha len na minimum informécii — vs-
tupnu sekvenciu. To ho predurcuje na hladanie génov v Cerstvo osekven-
ovanych organizmoch, pri ktorych dodatoc¢né idaje absentuji. Vdaka it-
INPUT
N
GeneMark.hmm E-3.0 n=1 refinement of training set,
ﬂ [ run } = [ sequence parse ] = update of HMM architecture
initialization of model /
parameters, n=1 ﬁ ﬂ
NO,
estimation of model n=2k-1 estimation of model
n=.

refinement of training set. GeneMark.hmm E-3.0
’ sequence parse <=
[update of HMM archilecture} [ ’ ° ]

k=1,2,3...

OUTPUT:
final model parameters
and list of predicted genes

Obréazok 2: Diagram popisujici jednotlivé kroky trénovacieho algoritmu pro-
gramu GeneMark.hmm ES-3.0 [9].



erativnemu trénovaniu spojenému s predikciou génov GeneMark nepotre-
bude extra oanotovanui trénovaciu sekvenciu. V prvom kroku algoritmu
inicializuje parametre skrytého polo-Markovovského modelu (HSMM); v
druhom kroku pouzije GeneMark.hmm E-3.0 na anotéciu podla aktudlnych
parametrov; v tretom kroku pouzije vybrané anotécie na ipravu parametrov
modelu. Kroky dva a tri sa opakujui, az kym sa nedosiahne konvergencia v
biologicky relevantnom stave. Prave obmedzenie v tretom kroku zarucuje,
ze konvergencia nastane. Schéma celého algoritmu je zachytena na Obrazku
2.

Autori uvddzaju, ze tento pristup vyzaduje velkost vstupnej sekven-
cie zhruba 10 MB, hoci presna velkost zélezi od konkrétneho organizmu a
Struktury jeho genému. Sekvencie vyrazne presahujice 10 MB uz nepriniesli

.....

3.5 RepeatMasker

RepeatMasker [12] je program, ktory v DNA sekvencidch vyhladéva opakujtice
sa useky a ,,maskuje” ich pismenom N (ostatné programy v sekvencidch ig-
noruju znaky roézne od A, C, G, T). V tomto projekte je pouzity len ako
podprogram procedury prepare-evidence, upravujicej EST sekvencie do
vstupov pre programy Augustus, ExonHunter a GenelD.

3.6 Blat

Blat [13] je program sliziaci na zarovndvanie sekvencii. V tomto projekte
je pouzity len ako podprogram procediry prepare-evidence, upravujicej
EST sekvencie do vstupov pre programy Augustus, ExonHunter a GenelD.

3.7 Sim4

Sim4 [14] rovnako ako Blat slizi na zarovnavanie sekvencii. V tomto pro-
jekte je pouzity len ako podprogram procedury prepare-evidence, up-
ravujucej EST sekvencie do vstupu pre ExonHunter.

4 Postup

V nasledujicom popisem priklady pouzitia jednotlivych programov. Este
predtym vSak uvediem postup, ktorym som ziskal zoznam génov v testo-
vacej mnozine - ak by sa totiz testovacia mnozina vyznamne prekryvala s
trénovacou mnozinou niektorého z programov, mohlo by to az prili§ ov-
plyvnit vysledky v prospech daného programu a porovnanie by stratilo
vypovednu hodnotu.



4.1 Gény v testovacej mnozine

Anotécia testovacej mnoziny [23] je vo forméate GTF. Poslednym polom je
gene_name, ktorého hodnota je ndzov génu, ktorému prislicha dany zdznam.
Jednoduchym skriptom som ziskal zoznam tychto nézvov [25]:

cd /projects/eh-dev/peter/gene-finders/trainsets/
perl -nle ’print $1 if /gene_name "(.+)"/’ ../test.gtf | sort |
uniq >gene_names

Kedze program Augustus mal déta o génoch v trénovacich mnozindch ako
FlyBase identifikdtory, pouzil som nastroj FlyBase ID Converter [21] a ex-
portovanim volbou file, uniq IDs only som ziskal zoznam FlyBase identi-
fikdtorov pre tieto gény [26].

4.2 Hladanie s pomocou EST databdzy

Tri zo §tyroch programov dokdzu zlepsovat svoje predikcie s pomocou ex-
ternych dét (Augustus, ExonHunter, GenelD). Zaujimalo ma, o kolko sa ich
vysledky zlepsia, ked im ,,pomézem” informaciami z EST. EST sekvencie sa
ziskavaju sekvenovanim cDNA komplementarnej k mRNA reprezentujicej
exprimovany gén, zviacSa pozostavajuci z viacerych exénov. Aby s tymito
informdciami vedeli gene findery pracovaft, treba ich ¢asti zodpovedajiice
exprimovanym exénom zarovnat k povodnému genému — pouzitim pro-
gramu Blat — a previest jeho vystup do formitu GTF. Aby vsak Blat
nezarovnaval opakujtice sa sekvencie, treba ich zamaskovat - programom Re-
peatMasker. Kedze rovnaki procediru treba vykonat pri kazdom programe,
vyuzil som uz existujicu implementéciu, ktors je stcastou ExonHuntera —
prepare-evidence. Jej pouzitie v pripade ExonHuntera je priamociare.
Pre potreby programov Augustus a GenelD je este potrebné jej vystup (vo
formate GTF) upravit do GFF, kde posledny stfpec ma tvar source=FE (¢o
znamend, ze informdcia uréuje exén):

cd /projects/eh-dev/peter/gene-finders/results/

prepare-evidence --dir hints ../test.fa drosophila repeat

prepare-evidence --dir hints --set PROGRAM_EST=blat ../test.fa drosophila
dromel-est

perl -nle ’print "$1\t$2\t$3\t$4\t$5\t$6\t$7\t$8\tsource=E"
if /(O\SH\s+(\SH)\s+(\SH) \s+ (\S+) \s+ (\S+) \s+ (\S+)\s+(\S+) \s+(\S+) \s+info_name/’
hints/dromel-est.gtf >hints/dromel-est-hint.gff

4.3 Awugustus
4.3.1 Prienik trénovacej a testovacej mnoziny

Autori uvadzaju, ze pre drozofilu Augustus trénovali na mnozinach fly a adh
[5]. Zoznam génov z tychto mnozin som ziskal dvomi spésobmi. Prvym som
ziskal FlyBase identifikatory:



cd /projects/eh-dev/peter/gene-finders/trainsets/augustus

wget http://augustus.gobics.de/datasets/fly.train.gb.gz

wget http://augustus.gobics.de/datasets/adh.train.gb.gz

gunzip fly.train.gb.gz

gunzip adh.train.gb.gz

perl -nle ’print $1 if /LOCUS\s+(\w+)/’ adh.train.gb
fly.train.gb | sort | uniq >augustus_flybase_ids

Druhym som sa pokiisil ziskat priamo nézvy génov (aktudlny priec¢inok a
vstupné déta si rovnaké ako v predchadzajicom skripte):

perl -nle ’print $1 if /gene="(.+)"/’ adh.train.gb fly.train.gb
| sort | uniq >augustus_genes

Zatial ¢o prvy zoznam obsahuje 414 FlyBase identifikdtorov, druhy obsahu-
je 232 nazvov. Niektoré zdznamy (napr. FBgn0000052) nemaji vo svo-
jom popise explictne uvedeny ndzov génu, ¢o vysvetluje mensi pocet ndzvov
génov ako FlyBase identifikdtorov. Zaujimavé je, ze autori uvazdaju, ze fly
obsahuje 320 génov a adh 400 génov. Vysvetlenie je vSak jednoduché, fly
aj adh sa vyrazne prekryvaju - obsahuju az 306 zdznamov so spolo¢nymi
FlyBase indentifikdtormi.

Nésledne som oba zoznamy porovnal so zodpovedajicimi zoznamami z
testovacej mnoziny. Vysledkom st dva spolo¢né zoznamy, jeden pre FlyBase
identifikatory [28] (84 spoloénych identifikdtorov), druhy pre nazvy génov
[29] (44 spoloénych nazov).

4.3.2 Ab initio predikcia

Nastavenia parametrov povolovali predikciu netiplnych génov na hranici-
ach sekvencii a nepovolovali predikciu prekryvajicich sa génov na opacénych
vldknach (vychodzie hodnoty). Ukazkové spustenie programu vyzeralo tak-
to:

augustus --species=fly /projects/eh-dev/peter/gene-finders/test.

>out_augustus.gff

Takto spusteny program bezal na jednom z CPU servrov zhruba 52 mintt
(¢as behu je len orientaény, pretoze som nemohol zabezpecit rovnaké pod-
mienky pre beh kazdého programu — kolegovia mali na servroch spustené
vlastné programy).

4.3.3 Predikcia s EST datami

Pre spravne fungovanie Augustus potrebuje nastavit konfiguraény sibor
[30]. Vychodzi konfiguraény stbor je nastaveny tak, ze ignoruje externé
zdroje dét (aj keby sme mu ich v parametroch zadali). Ja som v fiom sprav-
il jedinu zmenu — ak Augustus predpovie exén s rovnakymi siradnicami ako

fa



dany hint, takyto exén dostane trojnasobné skére. Kedze skére je tu vy-
jadrené ako pravdepodobnost, treba este vykonat drobni zmenu v siibore
s EST datami a predelit skére 100. Ukdzkové spustenie programu potom
vyzerd takto:

augustus --species=fly --hintsfile=hints/dromel-est-hint.gff
-—extrinsicCfgFile=../augustus/config/extrinsic.cfg
../test.fa >out_augustus_hint.gtf

Za povsimnutie stoji ¢as behu (hoci opéf len orientaény): 1707 minit!

4.4 ExonHunter

Kedze ExonHunter bol natrénovany inymi ¢astami chromozému 2 [17], prienik
s testovacou mnozinou je prazdny.

4.4.1 Ab initio predikcia

Ukézka pouzitia programu ExonHunter:
exonhunter --dir ehtemp ../test.fa drosophila >out_exonhunter.gtf

Program bezal priblizne 121 mintt.

4.4.2 Predikcia s EST datami

Pred spustenim s informéciami z externych zdrojov dét treba spustit procediiru
prepare-evidence, ktord spracuje tieto data do vhodnej podoby. V tomto
projekte som EST sekvencie spracoval v programoch RepeatMasker a potom
Blat alebo Sim4.

prepare-evidence --dir ehtemp-est ../test.fa drosophila repeat

prepare-evidence --dir ehtemp-est --set PROGRAM_EST=sim4 ../test.fa
drosophila dromel-est

exonhunter ../test.fa drosophila >out_exonhunter_hint.gtf

# alebo

prepare-evidence --dir ehtemp-est ../test.fa drosophila repeat

prepare-evidence --dir ehtemp-est --set PROGRAM_EST=blat ../test.fa
drosophila dromel-est

exonhunter ../test.fa drosophila >out_exonhunter_hint.gtf

Program Blat pracuje vyrazne rychlejsie ako Sim4.



4.5 GenelD

4.5.1 Prienik trénovacej a testovacej mnoziny

Na overenie prieniku trénovacej a testovacej mnoziny som pouzil podobny
postup ako v pripade programu Augustus. Bohuzial, nepodarilo sa mi s isto-
tou ziskat aktudlne trénovacie data. Mozem len difat, Ze jediné data, ktoré
autori zverejnili [6] (z roku 2000), boli pouzité aj na trénovanie aktudlnej
verzie programu (z roku 2009).

cd /projects/eh-dev/peter/gene-finders/trainsets/geneid
wget http://www.fruitfly.org/seq_tools/datasets/Drosophila/multi_exon_GB.dat.gz
wget http://www.fruitfly.org/seq_tools/datasets/Drosophila/single_exon_GB.dat.gz
gunzip multi_exon_GB.dat.gz
gunzip single_exon_GB.dat.gz
perl -nle ’print $1 if /gene="(.+)"/’ multi_exon_GB.dat single_exon_GB.dat

| sort | uniq >geneid_genes

Vysledkom je 40 spolo¢nych génov [31].

4.5.2 Ab initio predikcia

../geneid/bin/geneid -3 -P ../geneid/param/drosophila.param
../test.fa >out_geneid.gff3
gff3_to_gtf.pl out_geneid.gff3 >out_geneid.gtf

GenelD naozaj bezal vyrazne rychlejsie ako ostatné programy, stacili mu
necelé tri minity.

4.5.3 Predikcia s EST datami

Rovnaky stibor ako pre Augustus [27] mal vylepsit predikcie aj v pripade
programu GenelD.

cd /projects/eh-dev/peter/gene-finders/results/

../../geneid/bin/geneid -3 -R dromel-est-hint.gff -P
../../geneid/param/drosophila.param ../../test.fa
>out_geneid_hint.gff3

Avsak GenelD zjavne ignoruje EST déata, pravdepodobny dévod je ich zly
formét — riadky oznacujice exény maji ako tretie pole hodnotu ezon, namiesto
konkrétnejsich hodnot Initial, Internal, Terminal, Single, ktoré pouziva
GenelD.

4.6 GeneMark

GeneMark ako jediny porovnavany program nepotrebuje extra trénovaciu
mnozinu. NavySe, nepodporuje predikciu s externymi zdrojmi dat, preto
jediné pouzitie bolo nasledovné:

../genemark/gm_es.pl ../test.fa >& log_genemark



5 Porovnanie predikcii

Na porovnanie som pouzil skript evaluate.pl [32]. Vsetky vysledky si v
nezmenenej podobe v prilohe. Z porovnania v tabulke 1 vysiel ako ,,vitaz”

Tabulka 1: Porovnanie predikeif

Aug | Aug. EH | BEH EH GID | GID GM
+EST +EST | +EST +EST
(Blat) | (Sim4)
Gene Sn. 49.50% | 63.86%| 41.54% | 51.95% | 54.34% | 32.35% | 32.35% | 46.71%
Gene Sp. 51.99% | 65.45%| 45.57% | 49.29% | 50.28% | 32.86% | 32.86% | 37.60%
Transcript Sn. 38.64% | 51.59%| 31.97% | 39.43% | 40.77% | 25.85% | 25.85% | 36.55%
Transcript Sp. | 51.99% | 59.10%| 45.57% | 49.29% | 50.28% | 32.86% | 32.86% | 37.60%
Exon Sn. 69.12% | 82.52%| 72.53% | 77.37% | 77.22% | 65.58% | 65.58% | 71.72%
Exon Sp. 79.81% | 82.64%| 70.44% | 73.11% | 73.30% | 66.08% | 66.08% | 64.23%
Nucleotide Sn. | 88.26% | 94.89% | 95.22% | 96.34%| 94.81% | 88.92% | 88.92% | 94.29%
Nucleotide Sp. | 96.93% | 94.40% | 89.56% | 92.95% | 92.86% | 95.07% | 95.07% | 88.31%

Aug - Augustus, EH - ExonHunter, GID - GenelD, GM - GeneMark. Maximum v riadku
je zvyraznené.

Augustus. Kedze vsak existuje isty prienik s jeho trénovacou mnozinou s
testovacou mnozinou, jeho vysledky st napriklad v porovnani s programom
ExonHunter, ktory nemé spolocné gény trénovacej a testovacej mmnoziny,
trochu skreslené.

Zaujimavo vyzera porovnanie pouzitia inych programov pri spractvani
externych dat pri predikcii ExonHunter-om. Blat je rychlejsi, ale vysledky
ma trochu horsie. V tomto pripade je mozné, Ze vplyv na vysledky ma aj
konverzia z vystupnych formatov programov Sim4 a Blat do formatu GTF.

Hoci som v pripade programu GenelD tiez nasiel spolocné gény trénovacej
a testovacej mnoziny, na vysledkoch sa to neprejavilo. Je preto mozné,
ze data zverejnené autormi programu GenelD v roku 2000 nepouzili na
trénovanie najnovsej verzie.

Vysledky programu GeneMark ukazuju, ze ab-initio predikciu anotécie je
mozné vykonat aj bez pouzitia experimentélne overenych génov na trénovanie.
Odpoved na otézku ako sa zmeni predikcia, ked mdme o genéme informécie

Tabulka 2: Zmena vysledkov pri pouziti EST

Augustus +EST | ExonHunter +EST (Blat) | ExonHunter +EST (Sim4)

Gene Sn. +14.36% +10.41% +12.80%
Gene Sp. +13.46% +3.72% +4.71%
Transcript Sn. +12.95% +7.46% +8.80%
Transcript Sp. +7.11% +3.72% +4.711%
Exon Sn. +13.40% +4.84% +4.69%
Exon Sp. +2.83% +2.67% +2.86%
Nucleotide Sn. +6.63% +1.12% -0.41%

Nucleotide Sp. -2.53% +3.39% +3.30%

Najviac z dodatoénych dét vytazil Augustus.
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v podobe EST databézy dava tabulka 2. Do porovnania som nezahrnul pro-
gram GenelD, kedZe sa mi ho nepodarilo nakonfigurovat tak, aby pracoval s
externymi zdrojmi dat. Z dvojice Augustus—ExonHunter si vécsie prirastky
pripisal Augustus. Najviac je rozdiely vidiet pri $pecificite predikcie génov
a senzitivite predikcie exénov.

Sene CDS Intron —— ——— H AR - cl)GeneMark
Sene CDS Intron — ———  — - — G GenelD
CDS Intron (1)Ex0nHunter+EST (sim4)
1
CDS ExonHunter+EST (Blat)
Intron 0
CDS Intron (1)Ex0nHunter
Sene  CDS Intron éAugustus+EST
Sene  CDS Intron g')Augustus
Exon Lest
' 0
a1 Drosophila

(R T

1055000 1056000 1057000
Locus LOCUS.chr2L-3996774.0000093. seauence chr2.-3996774

Obrazok 3: V tomto pripade ani dodatocné informécia nestacila na prek-
lenutie medzery.

Pre iny pohlad na anoticie som pouzil program Mikroskop [15]. Je
zaujimavé sledovat, ako dokéze dodatoénd informécia napomoct predikcii
(obrazok 5), hoci nie vzdy (obrézok 4).

Za povsimnutie stoji aj fakt, ze zatial ¢o anotécia podla UCSC databézy
ma pocet transkriptov na gén v priemere 1.49, vSetky programy majid vo
vystupoch jeden transkript na jeden gén (s vynimkou programu Augustus
pri predikcii s EST sekvenciami, kedy je tento pomer 1.12). Programy teda
nepredikuju alternativne transkripty.

6 Zaver

Porovnal som niekolko programov na hladanie génov metédami ab initio a
pouzitim externych zdrojov dat. Najlepsie vysledky dosahoval program Au-
gustus, no mohli byt ovplyvnené trénovacou mnozinou. Porovnanie ukézalo,
7e ked mame o genéme informécie v podobe EST sekvencii, dokézeme pred-
povedat s vi¢sou presnostou.

Ako problém sa pri projekte ukdzalo velké mnozstvo odlisnych formatov
pouzivanych programami. Vyhodnocovaci skript totiz dokaze spracovat len
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Sene  CDS Intron — éGeneMark
Sene  CDS Intron — — g GenelD
CDS Intron (1)Ex0nHunter+EST (sim4)
1
CDS ExonHunter+EST (Blat)
Intron
0
CDS Intron g')ExonHunter
Sene  CDS Intron (1)Augustus+EST
Sene  CDS Intron & Augustus
1
Exomr—— — 0 EST
Drosophila

T T T T T FTTTT T T b0 T

Locus LOCUS.chr2L-5989642.0000105. seauence chr2l-5989642

Obrazok 4: Viaceré EST zarovnania oznacil ExonHunter ako intrén.

dobre formdtované GTF (so spravne nastavenymi poliami gene_id a tran-
script_id). Napr. program GenelD takyto vystupny format nemd, musi
sa spravit konverzia z GFF3 alebo iného (jeden z nich produkoval sibory
velkosti 1.6 GB!). Pri kazdej konverzii sa mézu vyskytnit chyby, pripadne
sa nejaké data zahodia. To tiez moze skreslit vysledky.

Asi najvypuklejsie sa tento problém prejavil pri mojej snahe poskytnuit
programu GenelD déta z EST sekvencii. Kedze vSak v spracovanom stibore
s EST datami neboli exény rozdelené na zaciatoéné, vnutorné, koncové a
samostatné, GenelD tieto ddta ignoroval.

Konkrétne ¢isla tiez zédvisia od vyhodnocovacieho programu. Poktsil som
sa ndjst aj alternativy, no neispesne (narazil som len na jednu diplomovii
pracu, avsak prilozeny program na mojich datach padal).

Dalsia préca méze byt zamerand na zlepSenie celkového sledu préce
(napriklad automatizécia pri porovnani viacerych sekvencii, resp. organiz-
mov), vychytanie much pri konverzii a nastaveni siborov s parametrami
(napr. Augustus), a zahrnutie aj inych zdrojov dét (napr. informécia o
homolégoch).

Précou na projekte som si zlepsil znalosti o Linuxovom prostredi (napriklad
pri prvotnom zistovani prienikov trénovacej mnoziny programu Augustus a
testovace] mnoziny som pouzival vlastné Pythonovské skripty, neskor som
prisiel na to, Ze rovnaky efekt sa d4 docielit jednoriadkovym prikazom v Perl-
e) a o bioinformatickych databdzach (pri zistovani FlyBase identifikatorov
génov).
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Sene CDS Intron — - HHF éGeneMark
Sene CDS Intron —— — — — —— - 5 GenelD
CDS Intron (1)ExonHunter+EST (sim4)
1
CDS ExonHunter+EST (Blat)
Intron
0
CDS Intron g')ExonHunter
Sene  CDS Intron (1)Augustus+EST
Sene  CDS Intron ~ & Augustus
Exon i H —— HHH ——lEest
0
— Drosophila

R N R - .
1730500 1731000 1731500 1732000 1732500 1733000

Locus LOCUS.chr2L-5989642.0000172. seauence chr2l-5989642

Obrézok 5: EST déta vyrazne pomohli programu Augustus, ExonHunter tu
dodatocné informécie nepotreboval.
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