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Abstrakt

Tato praca poskytuje teoretické vychodiska pre navrh nového bioinformatického nastroja pre
anotaciu transpozonov so zameranim na ich pridavné struktirne prvky. St v nej z biologického
hl'adiska popisané transpozony, mobilné elementy v DNA, ich rozdelenie a vnatorna Struktira.
Dalej sa zaobera prehfadom a rozdelenim dostupnych bioinformatickych nastrojov
na identifikaciu a anotaciu transpozonov, popisom funkcie a implementacie vybranych z nich.
Nésledne je popisany navrh a implementicia nového bioinformatického nastroja
na vyhladavanie a anotaciu LTR retrotranspozoénov so zameranim na extra ORF a tandemové
repeticie. Funkcionalita nastroja bola testovand na gendome A. thaliana. Bolo identifikovanych
95 skupin konzervovanych extra ORF a 10 skupin konzervovanych tandemovych repeticii.

Kli¢ova slova

transpozony, satelitnda DNA, bioinformatika, anotacia, extra ORF, tandemové repeticie,
LTR retrotranspozony

Abstract

This thesis provides theoretical resources for the design of a new bioinformatics tool
for transposon annotation with focus on their additional structural elements. There is
a biological description of transposons, the mobile elements in DNA, their classification and
structure. It further deals with the overview and classification of available transposon
identification and annotation bioinformatics tools, description of function and implementation
of a select few. Next we state the scheme of a new bioinformatics tool for LTR retrotransposon
identification and annotation with a focus on extra ORFs and tandem repeats. The functionality
of this new tool was tested on the A. thaliana genome. We identified 95 groups of conserved
extra ORFs and 10 groups of conserved tandem repeats.

Keywords

transposons, satellite DNA, bioinformatics, annotation, extra ORF, tandem repeats,
LTR retrotransposons
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Uvod

Transpozony s DNA sekvencie, ktoré su narozdiel od inych Struktarnych prvkov DNA (napr.
gény, satelity) schopné menit’ svoju polohu v rdmci genému. Ich pritomnost’ je mimoriadne
Casta u eukaryotickych aj prokaryotickych organizmov, kde tvoria vyznamnu ast’ gendému,
napriklad 20% u D. melanogaster [1], 50% u H. sapiens [2], alebo az 85% u Z. mays [3]. Zmena
polohy transpozonu v ramci genému sa moze udiat’ bud’ vystrihnutim uz existujuceho
transpozénu a jeho vloZzenim na nové miesto, alebo vytvorenim képie uz existujuceho
transpozonu; tento druhy spOsob zmeny polohy vyrazne prispieva ku zvécSovaniu gendému
(Petrov 2001). Transpozony Casto reguluju expresiu blizko leziacich génov [4].

Rozne typy transpozonov obsahujii rozlicné Strukturne prvky. Niektoré z nich st
nevyhnutné pre ich mobilitu, napriklad proteinové domény kédované v génoch obsiahnutych
vnutri transpozénov. Dalsie si menej nutné a &asto dovod ich pritomnosti a funkcia nie s
zname; napriklad pridavné citacie ramce, alebo tandemové repeticie. Prave na identifikaciu
a anotaciu tychto bude zamerany novy bioinformaticky nastroj, ktorého implementacia
a testovanie bude napliou tejto diplomovej prace. Na zaklade vyskumu, ktorého sa zii¢astiiujem
na Biofyzikalnom ustave Akadémie vied Ceskej Republiky, bude tento nastroj zamerany
vyluéne na LTR retrotranspozony.

Prva kapitola sa zaoberd LTR retrotranspozoénmi z biologického hladiska. Je v nej
popisané ich rozdelenie na zaklade mechanizmu pohybu v genéme a podrobnejsie delenie podl'a
vnatornej Struktiry. Kapitola obsahuje detailnej$i popis hlavnych a pridavnych Struktarnych
prvkov transpozonov.

Druha kapitola obsahuje prehl’'ad vyuzivanych pristupov pre identifikdciu a anotaciu LTR
retrotranspozonov, popis funkcie a implementacie niektorych vybranych bioinformatickych
programov a testovanie dvoch nastrojov na vyhl'adavanie LTR retrotranspozonov.

Tretia kapitola obsahuje motivaciu a navrh nového nastroja pre anotaciu transpozonov
zameraného na anotaciu pridavnych Struktarnych prvkov, konkrétne tandemovych repeticii
a extra ORF.

Stvrta kapitola obsahuje popis implementacie navrhnutého nastroja a piata kapitola
obsahuje popis a vysledky testovania implementovaného nastroja na gendéme rastliny
A. thaliana.



1 Transpozony

Transpozdny, tiez zname ako ,skakajice gény*, boli prvykrat identifikované Barbarou
McClintockovou v roku 1948 pri vyskume DNA kukurice. Jej zistenie, Ze niektoré funkcné
oblasti genému si schopné menit' poziciu, priamo odporovalo v tom case zauZivanému
presvedceniu, a tak bolo z vicSej Casti ignorované az do prelomu 60. a 70. rokov 20. storocia,
kedy boli transpozony ,,znovuobjavené® u baktérii. Za objav jej bola v roku 1983 ako doposial’
jedinej zene udelena nezdiel'ana Nobelova cena za fyziologiu a medicinu.

Postupne sa zistilo, Ze transpozony nielenze existuji a su schopné ,skakat™, ale su
pritomné takmer u vSetkych organizmov, a to typicky vo vyraznom pocte. Vd’aka schopnosti
pohybovat’ sa mézu spdsobit’ v gendme organizmu vyrazné zmeny, pretoze vo faze transpozicie
a spatného vlozenia do gendému mdzu nastat’ viaceré mutdcie, ako napriklad inzercia, delécia
alebo duplikacia [5]. Transpozicia, jav, podl'a ktorého transpozony dostali svoje pomenovanie,
oznacuje zmenu pozicie Struktirnej jednotky DNA (napriklad génu) v ramei genomu.

Dnes je zname, ze existuje velké mnoZstvo réznych typov transpozénov a vyvinulo
sa mnozstvo sposobov ich kategorizacie. Jedna z najéastejSich kategorizacii deli transpozony
do dvoch skupin podla nutnosti reverznej transkripcie (prepis RNA do DNA) pri ich
transpozicii. Transpozony triedy [ vyuzivaji reverzni transkripciu a nazyvaju
sa retrotranspozony alebo retroelementy. U transpozénov triedy II prebieha transpozicia
pomocou DNA a nazyvaji sa DNA transpozony.

Obe tieto triedy obsahujii autondmne aj neautondémne elementy. Autonémne elementy
obsahuju otvorené Citacie ramce (ORF), v ktorych su zakodované gény nutné pre transpoziciu.
Neautonémne transpozony (Casto vznikajiice z autondmnych postupnym zbieranim mutacii)
potrebné gény neobsahuji a vyzaduji na svoj presun pritomnost’ iného transpozoénu, od ktorého
si ,,pozic¢aju* potrebné proteiny.

1.1 Transpozony triedy I (retrotranspozony)

Transpozdny triedy 1 sa v gendome pohybuju mechanizmom ,,copy-and-paste, znazornenym
na obrazku 1.1. To znamena, Ze kazda udalost’ ich transpozicie spdsobi vytvorenie novej kdpie
a teda predizenie hostitel'ského genému. Princip ich pohybu pozostiva z dvoch krokov. Prvym
je transkripcia (prepis) z DNA do RNA, druhym je reverznd transkripcia novovzniknutej RNA
kopie transpozonu naspédt’ do DNA. Tato kopia sa vlozi do gendému na novu poziciu. Reverzna
transkripcia je umoznend enzymom reverznd transkriptdza (RT), ktory je u autonémnych
retroelementov zakddovany priamo v ich tele. Tato skupina ma podobné charakteristiky ako
retrovirusy, napriklad HIV. Retrotranspozony sa d’alej zvyc¢ajne delia na nasledujuce skupiny:

e LTR retrotranspozony — elementy, ktorych telo je obklopené z oboch stran ,,dlhymi
koncovymi repeticiami* (Long Terminal Repeats, LTRs). Tieto elementy obsahuji gén
pre reverznu transkriptazu.



e DIhé rozptylené jadrové elementy (Long Interspersed Nuclear Elements, LINEs).
Obsahuju gén pre reverznu transkriptdzu a su prepisované pomocou RNA polymerazy
IL.

Kratke rozptylené jadrové elementy (Short Interspersed Nuclear Elements, SINEs).
Nekoduju reverznu transkriptazu a ich prepis prebieha pomocou RNA polymerazy III.

RNA reverse transcription DNA
> I
transcription integration

N
retroelement host DNA

———— /T
original copy host DNA new copy

Obriazok 1.1: Znazornenie ,,copy-and-paste” mechanizmu transpozicie LTR retrotranspozénov, prebraté
z [6].

1.1.1 LTR retrotranspozony

Delia sa na dve hlavné rodiny, a to 7y3/gypsy (Casto oznacovana iba gypsy) a Tyl/copia (Casto
iba copia). Elementy oboch rodin obsahuji rovnaké gény, konkrétne gag a pol. Gén pol koduje
viaceré proteiny, a prave ich poradie odliSuje tieto dve rodiny (obrazok 2.2). Gén gag koduje
Strukturalny protein, ktory vytvara ochranné prostredie, vnutri ktorého prebiecha reverzna
transkripcia. Gén pol koduje nasledujtice proteiny:

Proteaza (PR)

Reverzna transkriptaza (RT)
Ribonukleaza H (RH, pripadne RNaseH)
Integraza (INT)

Tieto proteiny zabezpecuji proces reverznej transkripcie a integracie novovytvorenej kopie
na nové miesto v genome. Dizka LTR retrotranspozénov sa pohybuje v rozmedzi niekol’kych
stoviek parov baz (base pairs, bp) az po 25 kbp.

LTR st sekvencie DNA o dizke od niekolkych stoviek po niekolko tisic bp, ktoré
sa nachadzaji na oboch koncoch LTR retrotranspozénov. V momente vloZenia kopie
retrotranspozonu na nové miesto v genéme su obe jeho LTR identické. V priebehu ,,zivota®“
transpozonu vsak zbieraju mutacie nezavisle, a tak sa ich podobnost’ znizuje. Podla divergencie



LTR sekvencii u LTR retrotranspozénu je mozné odhadntit’ jeho vek, teda moment jeho vloZenia
na aktudlnu poziciu v genéme. Typicky LTR retrotranspozén obsahuje Struktaru zvana TG..CA
box, ¢o znaci, ze na 5' konci 5'LTR sa nachadza dinukleotid TG a na 3' konci 3'LTR sa nachadza
dinukleotid CA.

LTR pBs GAG POL ppT LTR
aypsy [ [ PR RT RH INT ] [=> |
LTR pBs GAG POL ppT_ LTR
copia [N [ PR INT AT RH ]
LTR PBS GAG POL ENV ppT LTR
retrovirus [N | [ PR RT RH _INT ] | |

Obrazok 1.2: Porovnanie $truktiry dvoch hlavnych rodin LTR retrotranspozonov a retrovirusu. Doména
INT kédujtca integrazu je u rodiny gypsy na poslednom mieste v géne pol, zatial'¢o u rodiny copia je na
druhom mieste. PBS oznacuje primer binding site, PPT oznacuje poly-purine tract, prebraté z [6].

1.1.2 LINE elementy

Casto oznatované skratene L1, nemajii LTR sekvencie, ale obsahuji poly(A) sekvenciu
na 3' konci. Nachadzaju sa vo vysokom poéte v eukaryotickych genémoch, napriklad tvoria
17% l'udského genému (avsak 99.9% z nich je povazovanych za neschopné retrotranspozicie)
[7]. Dizka LINE elementov sa pohybuje v jednotkach kilobaz. Kazdy element obsahuje dva
Citacie ramce; ORF1 obsahuje gag protein, ORF2 obsahuje endonukledzu a reverznu
transkriptazu. Tieto spolu umoziuju autonomnu transpoziciu LINE elementov.

1.1.3 SINE elementy

Relativne kratke transpozony, s dizkou do 500 bp. Mechanizmus ich retrotranspozicie je
komplikovanej$i, nez u LINE elementov, a menej zavisly na proteinoch, ktoré koduju.
Neobsahuju gén pre reverznll transkriptdzu a spoliehaji sa pri transpozicii na iné mobilné
elementy. Tvoria priblizne 11% l'udského genému [8].

1.2 Transpozony triedy II (DNA transpozony)

DNA transpozény sa v gendme pohybuji mechanizmom ,,cut-and-paste* (obrazok 1.3), ktory
nevyzaduje RNA prostrednika. Zjednodusene sa da povedat, ze DNA transpozon sa vystrihne
z aktualnej pozicie v gendome a vlozi sa na nové miesto.

Telo DNA transpozonov sa skladd z jedného c¢itaciecho ramca, ktory koduje enzym
transpozdza. Ramec je zvycajne obklopeny obratenymi koncovymi repeticiami (Terminal
Inverted Repeats, TIR; vyskytuje sa aj varianta ITR), a na uplnych koncoch DNA transpozénov
sa nachadzaju kratke priame repeticie, oznacované TSDs (Target Site Duplications, obrazok
1.4); tieto Struktarne prvky vSak nie su pritomné vzdy. Obratené koncové repeticie su reverzne
komplementarne.
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DNA transposon

donor DNA TIR L TIR

excision
transposase

Q> binding

4

insertion

target DNA

Obrazok 1.3: Znazornenie ,,cut-and-paste” mechanizmu transpozicie DNA transpozénov, prebraté z [6].

Transposable element
A

| E Terminal inverted repeat ? ’

Flanking direct repeat

Obrazok 1.4: Znazornenie invertovanych koncovych repeticii (TIR) a duplikacii cielovej sekvencie
(TSD) u DNA transpozonu, prebraté z [9].

Obratené koncové repeticie si rozpoznané transpozdzou a nasledne sa telo DNA
transpozoénu vystrihne a vlozi na nové miesto v genome. Po vlozeni sa zduplikuje sekvencia
v mieste vlozenia, ¢im vznikni TSD, ktoré predstavuji charakteristickil ¢rtu kazdého DNA
transpozonu. DNA transpozony st klasifikované do dvoch podtried podl'a toho, kol'ko vlaken
DNA je nutné rozstrihnat’ pocas transpozicie:

e Podtrieda I
* najznamejSimi zastupcami su rodiny 7cl/mariner, PIF/Harbinger, hAT, Mutator,
Merlin, Transib, P, piggyBac a CACTA.
* Podtrieda II
* rodiny Helitron a Maverick.

11



Jednotlivé rodiny sa lisia sekvenciou tela transpozonu, koncovych invertovanych repeticii
(TIR) a TSD. Clenovia podtriedy II sa od ostatnych li§ia tym, Ze st replikovani a maju odli$ny
spdsob inzercie na nové miesto v genome. Obrazok 1.5 zndzorniuje mechanizmus transpozicie

helitrénov.

8 — [ ove WD ——
|

7 |
Ve
7 |
W————’ I
16-20 nt 1
——CTRR
3 5 donor
b 5 ? 3
U A Ll
3 s 2 target

\L strand transfer

3 5
5'_ —V_ 3, donor
g: g: target
heteroduplex J \l capture of
formation flanking sequences

target target
replication \L l replication
resolution resolution

Obrazok 1.5: Znazornenie mechanizmu rolling circle, ktorym prebicha transpozicia helitronov, prebraté
z [12].

1.3 DalSie $truktirne rysy transpozénov

Okrem zatial popisanych Struktirnych prvkov transpozonov, ktoré¢ bud’ priamo definuji
jednotlivé skupiny, alebo su nutné pre ich zivotny cyklus (napr. LTR u LTR retrotranspozoénov,
TIR u DNA transpozénov, gény gag a pol), sa u transpozénov mozu nachadzat aj iné
charakteristické sekvencie.
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1.3.1 Tandemové repeticie

Tandemové repeticie su po transpozonoch druhym hlavnym typom repetitivnych DNA
sekvencii. Narozdiel od transpozonov, pre ktoré je typicka roztrisenost’ jednotlivych elementov
v gendme, su typické priamo za sebou nasledujiicimi neprerusenymi opakovaniami tej istej
sekvencie. Jednotka opakovanej sekvencie sa nazyva monomér; napriklad u repeticie
AACTAACTAACT je monomérom sekvencia AACT, ktora sa trikrat opakuje. Monomér méze
mat’ dizku od jedného nukleotidu aZ po niekolko tisic; dizky celych neprerugenych repeticii
mobzu dosahovat’ az milidny nukleotidov.

Podla dizky monoméru sa tandemové repeticie rozdeluju na mikrosatelity (monomér
dizky od 1 po typicky 6 az 10 nukleotidov), minisatelity (monomér dlhy az 60 nukleotidov)
a satelity (monomér dlhsi, nez 60 nukleotidov); tieto hranice vSak nie s ostré a nieckedy
sa pouzivaji mierne odli§né rozsahy.

Existuje viacero $tadii zaoberajucich sa tandemovymi repeticiami vnutri transpozonov.
Napriklad Macas a kolektiv [13] objavili repetitivnu sekvenciu (nazvani PisTR-A) v genome
hrasku (Pisum sativum), ktord je pritomna ako kratke rozptylené opakovania, aj ako dlhé
nepreruSené satelitné sekvencie na rozlicnych miestach v gendéme. Pomocou dalSich analyz
zistili, Ze zatial’¢o druhy pripad predstavoval Standardné satelitné repeticie, kratke rozptylené
repeticie boli sucast'ou gypsy LTR retrotranspozonov z rodiny Ogre. Tieto LTR retrotranspozony
obsahovali PisTR-A sekvencie vo svojich 3' UTR (untranslated region; neprekladany usek
DNA, ktory nie je stcast'ou ¢itacieho ramca), ktoré sa nachadzaju medzi gag-pol regiénom a 3'
LTR. Ukézali, Ze tento region je u Ogre elementov u hrasku vysoko variabilny, a okrem alebo
namiesto PisTR-A sekvencii obsahuje aj rozli¢né iné tandemové repeticie. Dalsie analyzy
ukazali, ze Casta pritomnost’ rozli¢nych tandemovych repeticii v 3' UTR je typickou vlastnost’ou
u Tat linie rastlinnych retrotranspozonov. Porovnanie tychto repeticii so znamymi sekvenciami
rastlinnych tandemovych repeticii ukazalo d’alSie dva pripady so sekven¢nou podobnost'ou 3'
UTR regionov u Tat retrotranspozonov. Tieto pozorovania podl'a Macasa a kolektivu naznacuju,
7e niektoré retrotranspozony moézu vyrazne prispievat’ k evolucii satelitnej DNA vytvaranim
,kniznice* kratkych opakovani. Tie mozu byt neskor rozptylené pozdiz genomu a eventualne
amplifikované a homogenizované do novych satelitnych repeticii.

Hoci sa transpozény a tandemové repeticie odliSuju v Struktire, mechanizme Sirenia
a v evolucnej dynamike, moézu vykazovat podobnost’ sekvencii a organizacie v genome,
¢o naznacuje moznost’ komplexnych vzajomnych vztahov. Tie, aj vzhI'adom na vysoky podiel
repeticii v genéme, mozu hrat’ vyznamnu rolu vo vyvoji a stavbe genému ako takého.

1.3.2 Extra ORF

KedZe doterajsi vyskum extra ¢itacich ramcov (extra ORF, eORF) u transpozonov je zamerany
na LTR retrotranspozony u rastlin, tdto podkapitola bude zamerana iba na ne.

Transpozicia LTR retrotranspozonov je zabezpecovana proteinmi kodovanymi v génoch
gag a pol, ktoré su spolo¢né pre vsSetky autonémne elementy. Translacia gag-pol regionu
prebicha vo vac¢sine pripadov v ramci jedného ¢itaciecho ramca; hoci v niektorych skupinach
elementov mdze gag-pol region obsahovat’ viaceré prekryvajice sa, alebo nadvidzujice ORF.
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Napriek tomu, ze proteiny koédované v génoch gag a pol su povazované za dostato¢né pre
replikaciu a transpozicu LTR retrotranspozonov, boli u niektorych LTR retrotranspozénov
najdené d’alsie ORF, nachadzajuce sa bud’ pred, alebo za gag-pol regionom, ktoré mozu
kédovat’ pridavné proteiny [14]. Konkrétne sa naSli napriklad fragmenty ATPazy,
endohydroldzy a glukandzy. V niektorych pripadoch sa tieto dalsie ORF spdjali s ORF
obsahujucim gag-pol a vytvarali ORF so skratenou verziou gag, v mnohych vsak boli tplne
separatne [15]. Vyskytuju sa v dvoch zo siedmich evolu¢nych linii Tyl/copia elementov
definovanych v [16] a su eSte CastejSie a rozli¢nejSie u Ty3/gypsy elementov. Lisia sa polohou
voci gag-pol (bud’ 3' alebo 5') a orientaciou (nieckedy je rovnaka, ako u gag-pol, nieckedy
opacna).

Vicsina identifikovanych eORF vSak nebola spojend so ziadnymi zndmymi génmi.
Zaroven je zrejmé, Ze viac, neZ ich konkrétne sekvencie, ktoré su velmi heterogénne,
je konzervovand ich poloha v rdmci tela elementu. Ich opakovany vyskyt v§ak vyvolava otdzky
o ich povode a tllohe v evolucii genomu.
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2 Prehlad nastrojov a pristupov pre
identifikaciu a anotaciu
transpozonov

Repetitivna povaha transpozonov komplikuje mnohé typy $tadii, ako s predikcie génov, alebo
gendmové zarovnanie. Na druhej strane ich mobilita a repetitivny charakter maju potencial
prispiet’ k rozlicnym typom biologickych problémov a cinnosti, napriklad ku chorobam,
evolucii genémov, vyvoja organizmov, alebo génovej regulacii. Okrem vyrazného vplyvu
na vel’kost’, Struktiru a varidciu genému a udrzbu centromér a telomér [17], transpozony su tiez
zdrojom ,,surového materidlu“ pre evolu¢nu inovaciu, ako napriklad tvorbu novych génov [18]
a nekddujucej RNA [19]. S mimoriadne rychlo rasticim mnozstvom genomickych dat narasta aj
potreba vyskumnikov €o najrychlejsie, najspravnejSie a automaticky identifikovat’ transpozony
v DNA sekvenciach.

Spravna detekcia a anotacia transpozonov je narocna kvoli ich velkej inter
a intragenémovej diverzite. Existuje mnozstvo typov transpozénov, ako bolo popisané
v predchadzajicej kapitole, ktoré sa odliSujit mnohymi roéznymi atribitmi, od vnutornej
Struktury, cez dizku, mnoZstvo kopii, distribiciu pozdfi chromozémov az po mechanizmus
transpozicie. Navyse, kym ,,neddvno“ (¢o moézu byt v genomickej Casovej skale stovky tisic
rokov) vlozené elementy maji relativne nizku variabilitu v rdmci rodiny, v priebehu casu
jednotlivé elementy zbieraju mutacie a diverguju, ¢im sa ich detekcia komplikuje. Predpoklada
sa, ze velka cast DNA, ktorej pdvod v sucasnosti u niektorych organizmov (napriklad aj
u ¢loveka) nie je znamy, mdze pozostavat’ zo silne rozpadnutych pozostatkov transpozénov
[20]. Kvoli tejto vysokej diverzite transpozonov vnutri a medzi gendémami sa u jednotlivych
organizmov lisia aj hlavné prekéazky ich presnej anotacie. Rozli¢né organizmy totiz maju odlisné
mechanizmy umlcovania transpozonov a potencialne ,,zazili* odli$né vzory transpozoénovej
aktivity a premeny. U niektorych organizmov (napr. u cloveka [21]) je napriklad vécSina
transpozénov pozostatkami pradavnych udalosti vel'mi vysokej aktivity iba niekol'kych rodin,
a teda ich anotacia je obmedzovand hlavne silnou divergenciou starych a rozpadnutych
elementov. Iné genoémy (napr. kukurica [22]) obsahuju vel'ké mnozstvo rozdielnych nedavno
aktivnych elementov; hlavnou vyzvou u tychto pripadov je Specifikacia komplexnych Struktar
tvorenych skupinami transpozénov, ako napriklad vnorené inzercie (kopia transpozonu sa moze
pri vloZeni na nové miesto v gendme ocitnut’ vnutri in¢ho transpozénu).

Navyse, hoci kniznice uz zndmych transpozénov existuji a su uzitocné, transpozonové
rodiny pritomné aj u blizko pribuznych genémov sa mézu vyrazne liSit' [23], o obmedzuje
uzitoénost’ tychto kniznic pri anotacii novo osekvenovanych genémov. Dal§imi vyzvami presnej
anotacie su napriklad génové rodiny, ktorych gény su pritomné v mnohych kopiach,
a segmentové duplikacie (vSeobecné duplikacie usekov DNA bez Specifickej funkcie alebo
Struktary); obe tieto skupiny sekvencii sa kvoli svojej repetitivnosti podobaji na transpozony.
Regiony nizkej komplexity a jednoduché repeticie mozu byt taktiez zdrojom falosnych detekcii.
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V tejto kapitole sa zaoberam programami urenymi na detekciu a anotaciu transpozénov
v zostavenych genomoch. Na tuto Cinnost bolo vyvinuté mnoZstvo vypoctovych pristupov.
Nasleduje popis Styroch najpouzivanejsich pristupov podla [24].

2.1 De novo identifikacia

De novo pristup (z latinCiny, ,,od zaciatku*) vyuziva opakovany vyskyt transpozonov
v poskytnutej DNA sekvencii, typicky bez predoslej znalosti Struktiry alebo podobnosti
so znamymi sekvenciami transpozonov. NajCastejSou stratégiou je detekcia parov podobnych
sekvencii na rozliénych poziciach a nasledné zhlukovanie najdenych parov, ¢im sa ziskaju
rodiny repeticii. Ked’Ze tento pristup nie je Specificky Ciste pre vyhladavanie transpozénov,
medzi vysledkami sa obvykle nachadzaju aj repeticie vytvorené uplne odliSnymi procesmi,
napriklad tandemové repeticie alebo segmentové duplikacie.

Vicsina implementacii metody de novo vyuziva klasické vypocétové stratégie na detekciu
repetitivnych regionov v genome, ako je suffixovy strom, alebo vyhladdvanie parovej
podobnosti.

Hoci je pristup de novo vypoctovo narocny, umoziuje identifikovat” doposial’ nezname
transpozony a je najefektivnejsi vo vyhl'adavani transpozoénov pritomnych v mnohych képiach.
De novo techniky su typicky neefektivne pri vyhl'adavani degradovanych transpozoénov.

2.2 Pristup zaloZeny na homologii

Najrozsirenejsi pristup ku identifikdcii novych rodin transpozonov je zalozeny na detekcii
homoloégie voci zndmym transpozonovym sekvenciam. Vyhodou tohoto pristupu oproti metode
de novo je, Ze tazia z predoSlych znalosti zachytenych vo velkom mnoZstve znamych
transpozonov. Vd’aka tomu maju vysSiu Sancu identifikovat’ transpozony pritomné v nizkom
pocte (vratane jedinej képie) a st schopné poskytnat klasifikiciu (do triedy I/II, alebo
do transpozénovej rodiny) nového transpozonu na zdklade jeho podobnosti
k uz zndmym a anotovanym transpozénom. Tieto metddy st typicky aplikované na zostavené
genomy.

Vicsina metod zalozenych na homologii pouziva verziu rychleho zarovnavacieho
algoritmu (napr. z programu BLAST). Alternativou je pouzitie skrytych Markovovych modelov
(HMM). Tie totiz umoznia zachytit’ variabilitu elementu a tym spresnit’ vyhl'adavanie a zachytit
aj ich menej zachované kopie. Vo vSeobecnosti detekcia transpozonov zaloZzend na homologii
vyzaduje naslednt analyzu Strukturalnych vlastnosti, kym je mozné ziskat’ referencnu sekvenciu
plnej dizky. Hoci tychto néstrojov je malo a nie si schopné identifikovat transpozény
nepribuzné znamym elementom, su zvyCajne najpresnejSie v identifikdcii znamych
a degradovanych transpozonov. NajpouzivanejSim nastrojom zaloZenym na tomto pristupe je
RepeatMasker [25].
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2.3 Pristup zaloZeny na vnitornej Struktire

Tretia skupina nastrojov vyuziva dopredu zname znalosti o spolo¢nych §truktirnych prvkoch
zdielanych r6znymi transpozonmi, ktoré st nevyhnutné pre proces transpozicie, ako napriklad
LTR. Su teda vhodné pri hl'adani kompletnych transpozénov tych typov, ktoré si udrziavaju
typicka  §truktaru, napriklad LTR retrotranspozony. Narozdiel od metéd zalozenych
na homolégii st menej ovplyvnené sekvencénou podobnostou so zndmymi elementami. Ich
limitaciou je potreba separdtnych modelov pre kazdy Strukturdlny typ transpozoénov, a fakt,
Ze miera Struktirovanosti sa u jednotlivych typov transpozoénov lisi. Prikladom programu tohoto
typu je LTR_FINDER [28], ktorého princip a funkcionalita si podrobne popisané v podkapitole
2.6.

24 Metoda porovnavania genomov

Tento relativne inovativny pristup vyuziva fakt, Ze transpozony tvoria dlhé inzercie, ktoré
je mozné identifikovat’ v mnohonasobnom zarovnani genémov pribuznych organizmov. Prvym
krokom je vytvorenie mnohondsobného zarovnania viacerych genémov. V fiom sa nasledne
vyhl'adévaji oblasti (insertion regions, IR), v ktorych st u jedného alebo viacerych gendémov
zarovnania preruSené¢ dlhou inzerciou (> 200bp). Po filtracii jednoduchych opakovani
a konkatenacii najdenych IR su tieto navzijom lokdlne zarovnané, ¢im sa identifikuju regiony
vloZenia repeticii. Tato metodda je schopna identifikovat’ uplne nové transpozony a zaroven
datovat’ ich inzerciu na fylogenetickom strome.

Uspesnost’ tejto metddy je vyrazne zavisla na kvalite zarovnania celych genomov. Dalej
tiez zavisi na aktivite transpozonov v skimanych gendémoch; ak vsetky inzercie pochadzaji
z predkov skimanych organizmov, nebudu identifikované ziadne transpozony. Napriek tomu je
tento pristup vzhl'adom na rasticu dostupnost’ sekvencii kompletnych gendémov pribuznych
organizmov velmi perspektivny. Tato metdda je navySe vypoCtovo velmi ndrocna a uplne
zavisla na dostupnosti genomov mnohych pribuznych druhov, ¢o ju robi v stcasnosti vel'mi
$pecializovanou a najmenej Casto pouzitel'nou.

2.5 Existujuce nastroje na vyhPadavanie a anotaciu
retrotranspozonov v zostavenych genéomoch

V tejto podkapitole popiSem niektoré najaktualnejsie a najcastejSie pouzivané bioinformatické
nastroje na vyhl'addvanie a anotaciu retrotranspozonov.

2.5.1 LTR_FINDER

LTR_FINDER [28] je nastroj urCeny pre identifikaciu full-length LTR retrotranspozénov
pomocou ich $truktirnych vlastnosti. Vstupom programu je DNA sekvencia vo formate FASTA
alebo multi-FASTA. Program je pre DNA sekvencie obmedzenej dizky (subor do velkosti
50Mb) dostupny cez webové rozhranie, pre potreby narocnejsicho vyskumu je na vyziadanie
od autorov dostupna aj binarna verzia spustiteI'na na systémoch s operacnym systémom Linux
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umozitujuca spracovanie DNA sekvencii lubovolnej dizky (v dokumenticii sa neuvadza
obmedzenie, z osobnej skuisenosti zrejme zavisi iba na mnozstve dostupnej operacnej paméte).

Program je okrem samotnej identifikacie LTR retrotranspozonov schopny aj ich pomerne
extenzivnej anotdcie. Ta zahfna nasledujuce Struktirne prvky (zndzornené aj na obrazku 2.1
nizsie):

e LTR: DIhé koncové opakovania. Dve LTR jedného LTR retrotranspozénu su
si navzajom podobné, ¢o je hlavnou informéciou pouzivanou pri vyhladdvani LTR
retrotranspozonov.

e TSR: Repeticia na mieste vlozenia LTR retrotranspozénu (Target Site Repeat). Je to
4-6 bp dlha priama repeticia obklopujica oba konce LTR retrotranspozonu.
Je identifikacnym znakom vloZenia transpozonu.

e PBS: Primer Binding Site, region DNA dlhy ~18bp, na ktory sa na zaciatku replikécie
viaze primer, ¢o je prvym krokom reverznej transkripcie. Nachadza sa blizko 3' konca
S'LTR.

e PPT: Polypurinovy trakt je kratky, na puriny (nukleotidy adenin a guanin) bohaty
segment o dizke 11-15bp. Podobne ako PBS je to kIi¢ova oblast’ pre proces reverznej
transkripcie.

e Proteinové domény: Typicky autonémny LTR retrotranspozén obsahuje dva gény —

gag a pol; pol d’alej obsahuje proteinové domény PR, IN, RT a RH.

gag

- 1N RT EH
D TR I Y
FB3 PPT
S'LTR pol J'LTR

Obrazok 2.1: Znazornenie Strukturnych prvkov LTR retrotranspozonu, ktoré je LTR_FINDER [28]
schopny anotovat’, prebraté z [28].

Program najprv zostroji vSetky presne sa zhodujuce pary sekvencii (tie predstavuju
predpokladané LTR) pomocou algoritmu zaloZeného na poli suffixov a predizi ich
na dlhé vysoko podobné pary. Nasledne pouzije Smith-Watermanov algoritmus a upravi konce
kandidatnych parov LTR, ¢im ziska hranice zarovnania. Tieto hranice st dalej podrobené
uprave na zaklade podpornych informécii ako TG..CA box a TSR a tym sa vyberu doveryhodné
LTR. Dalej sa LTR_FINDER pokusi identifikovat’ PBS, PPT a RT v sekvenciach medzi parmi
LTR pomocou zabudovanych zarovndvacich modulov. Identifikdcia RT domény zahfiia
dynamické programovanie, ktoré spractiva posun &itacieho ramca. Co sa tyka ostatnych domén,
LTR_FINDER pouziva program ps scan '. Na ziklade informacii z neho sa zostavia ORF.
Vystupom programu LTR_FINDER si anotované sekvencie LTR retrotranspozonov
s uvedenymi urovilami déveryhodnosti podla mnozstva Struktirnych prvkov, ktoré sa podarilo
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identifikovat. LTR_FINDER dosiahol pri testoch autorov na kratkom gendéme kvasinky
senzitivitu 100% a Specificitu 96%.

2.5.2 LTR harvest

LTR_harvest [36] je zamerany na rychlu detekciu LTR retrotranspozonov vo velkych
genomoch. Vstupom je sekvencia vo formate FASTA, pripadne viacero sekvencii v jednom
subore vo formate multi-FASTA.

Prvym krokom programu je vytvorenie pol'a suffixov zadanej sekvencie. Na to pouziva
program suffixerator, ktory je sucastou balika GenomeTools [37]. Tvorba tohoto pola je
¢asovo najnaro¢nejSou predspracovacou fazou vyhladdvania LTR retrotranspozonov. Pole
vyzaduje 5n bytov pamiiti, kde n je dizka vstupnej sekvencie. Narozdiel od inych programov pre
vyhl'adavanie LTR retrotranspozénov sa pole ukladd do stuboru, ¢im je dosiahnuté oddelenie
tvorby pol'a a samotnej detekcie LTR retrotranspozénov. To umozni usetrit’ vyrazné mnozstvo
casu pri potrebe mnohonasobného spracovania vstupnej sekvencie s odliSnymi parametrami —
vytvorit pole suffixov je potrebné iba raz. Dalsim krokom je vyhladanie najdlhsich
bezchybnych repeticii (maximal exact repeats) pomocou algoritmu Specifikovaného v [38]. Ich
minimalnu dizku méze Specifikovat uzivatel. Najdlh§ie repeticie splhajuce uzivatel'skd
poziadavku su d’alej spracované a uréia sa degenerované repeticie, nazyvané kandidatnymi
parmi. Tie su pouzité v detekcii Specifickych znakov LTR retrotranspozoénov, hlavne TSD
a LTR. Dalej nasleduje filtracia podla dizky, vzdialenosti a podobnosti kandidatnych LTR
sekvencii. Ak su splnené vSetky obmedzenia, kandidatny par je oznadeny za LTR
retrotranspozon. LTR_harvest oznaci jeho poziciu vo vstupnej sekvencii a niektoré Struktirne
detaily (napr. poziciu TSD sekvencii, podobnost LTR) v tabulkovom formate. Obrazok 2.2
znazoriuje vsetky kroky fungovania programu LTR_harvest.

Pri testovani podla autorov programu dosiahol LTR_harvest pri detekcii LTR
retrotranspozonov senzitivitu na urovni 90% na gendéme S. cerevisiae a viac, nez 96%
na genéme D. melanogaster. Co sa tyka nekompletnych, pripadne vnorenych LTR
retrotranspozonov, LTR_harvest ich nedokaze identifikovat’.

2.5.3 LTR Annotator

LTR Annotator [39] je automatizovany nastroj schopny vykonat’ identifikaciu a anotaciu LTR
retrotranspozonov (princip fungovania je znazorneny na obrazku 2.3). Pouziva pristup
zretazeného spracovania (pipeline).

Prvym krokom je vyhl'adanie transpozonov pomocou programov LTR_FINDER (vyuziva
jeho nizku mieru falo$ne pozitivnych vysledkov) a LTR_harvest (uiho vyuziva vysoku
citlivost’). UZivatel ma moznost pomocou parametrov pouzit' iba jeden z nich, alebo oba;
v druhom pripade su z identifikovanych LTR retrotranspozénov zvoleni unikatni kandidati
a zrusené duplicitné elementy.
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Obrazok 2.2: Znazornenie funkcie nastroja LTR_harvest, prebraté z [36].

Druhy krok pozostava z vyhl'adavania novych LTR retrotranspozénov pomocou pristupu
zalozeného na homoldgii. Na tento ucel pouziva dve databazy znamych LTR retrotranspozonov,
a to MIPS-REdat v9.0 ' a TREP *. Databaza MIPS-REdat vo verzii 9.0 obsahuje viac, nez 42000
transpozoénov, a to ako zastupcov triedy I (retrotranspozony), tak zastupcov triedy II (DNA
transpozony). Na zaciatku sa vSetky kandidatne LTR sekvencie (identifikované v prvom kroku)
podrobia testu na homoldgiu voci spomenutym databazam pomocou programu BLASTn
s hranicou e-value na trovni le-30. Kazdej kandidatnej sekvencii LTR su po tomto kroku
priradené¢ anotacie elementu z databdzy podla najlepSej zhody. LTR kandidati bez
identifikovanej zhody v referennych databazach st povazované za ,,nové®.

Tretim krokom je detekcia a odstranenie faloSne pozitivhych LTR. Podl'a autorov
programu su ich hlavnymi zdrojmi duplikatne gény a tandemovo opakované DNA transpozony.
Detekcia a odstranenie prebieha v dvoch krokoch. Prvym je odstranenie tandemovych
opakovani DNA transpozonov, druhy vykonava modul beruci do tivahy pocet kopii a homologiu
ku znamym génom. Wickeret a kolektiv [40] navrhli, ze potencidlny transpozon by sa mal
v gendéme vyskytovat’ aspon v 5 kopiach. Ak je pocet vyskytov LTR kandidata patriaceho
do neznamej superrodiny najdeného pomocou pristupu zaloZzeného na homologii mensi nez 5,
alebo ak su dve kandidatne LTR sekvencie anotované ako Clenovia jednej génovej rodiny,
su tieto LTR povazované za faloSne pozitivne. KedZe je vSak evolicia LTR dynamickym
procesom, a nie vzdy je vstupom programu kompletny gendém, minimalny pocet kopii LTR je
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mozné Specifikovat’ aj parametrom. Kandidati zostavajlici po odstraneni falo$ne pozitivnych
vysledkov v tomto kroku st povazovani za spravne identifikované LTR; tym je dokoncena faza
identifikacie LTR.

Dalsou fazou je anotacia LTR, ktord pozostava z analyzy domén, analyzy susedstva LTR
sekvencii, d’alSieho odhadu poctu kopii, klasifikdcie do rodin, d’alsi krok detekcie falosnych
pozitivnych vysledkov a analyza divergencie. Na konci prebehne sumarizicia a prezentacia
vysledkov.

2.6 Vyber nastroja pre vyhl’adavanie LTR retrotranspozonov

V tejto podkapitole sa zameriam na porovnanie dvoch vybranych bioinformatickych nastrojov
urCenych na vyhladavanie LTR retrotranspozonov v DNA sekvencii. Porovnavat budem
nastroje LTR_FINDER a LTR_harvest. Tuto dvojicu som zvolil na zéklade vysledkov studie
[42]. Nastroj LTR_harvest v nej identifikoval najvicsi pocet referencnych LTR
retrotranspozonov zo vsetkych porovnavanych nastrojov a tiez bol schopny najst’ druhy najvyssi
pocet nereferencnych LTR retrotranspozénov. Nastroj LTR_FINDER relativne vel'ké mnozstvo
referenénych LTR retrotranspozénov nenaSiel, no vyrazne sa v uspeSnosti neodliSuje
od ostatnych porovnavanych nastrojov. Zaroven je jednym z najpouzivanejSich nastrojov
na vyhladavanie LTR retrotranspozonov (podla stadie [42] bol v roku 2014 pouzity
v 6 stadiach, ¢im sa nachadza na rovnakej urovni pouZzivanosti, ako ostatné najpouzivanejsie
nastroje).

2.6.1 Testovacia sada

Za ucelom testovania UspeSnosti vyhladdvania LTR retrotranspozénov je potrebné mat
k dispozicii uz zname sekvencie transpozonov. Rozhodol som sa pouzit' sekvencie z MIPS
Repeat Element Database (mips-REdat)' vo verzii 9.3, ktora obsahuje 61730 sekvencii LTR
retrotranspozonov réznych rastlinnych druhov. Tato databdza je kompilaciou verejne
dostupnych databaz (TREP, TIGR Repeats, PlantSat, Genbank) obohatena o de-novo detekované
LTR retrotranspozény (pomocou programu LTR_STRUC) v genémoch v databaze PGSB
PlantsDB. Pre vylucenie redundancie boli tieto sekvencie autormi databazy zhlukované
s identitou >95% na >95% dizky.

Z tejto databazy som vzhl'adom na nas aktualne prebichajici vyskum na Biofyzikalnom
tistave AVCR vybral LTR retrotranspozoény nasledujucich rodov: Arabidopsis, Brachypodium,
Glycine, Gossypioides, Gossypium, Hordeum, Lotus, Lycopersicon, Medicago, Oryza,
Physcomitrella, Solanum, Sorghum, Triticum, Zea. Nasledne som pre dalSie vylicenie
redundancie aplikoval zhlukovanie s identitou >88%. Vysledny fasta subor obsahujuci 32177
sekvencii LTR retrotranspozonov sa nachadza v zlozke s nastrojom pod nazvom
mipsREdatSelectedTEs.fa. V tabulke 2.1 sa nachaddza prehlad poctu zastupcov
jednotlivych rodov usporiadany podl'a pocetnosti.
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Obrazok 2.3: Znazornenie funkcie programu LTR Annotator, prebraté z [39].

Rod Pocet zastupcov
Zea 7208
Gossypium 5378
Sorghum 4007
Glycine 3499
Hordeum 2041
Triticum 1874
Oryza 1613
Lycopersicon 1332
Solanum 1267
Arabidopsis 1031
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Physcomitrella 953
Medicago 607
Brachypodium 575
Lotus 560
Gossypioides 232

Tabul’ka 2.1: Prehl'ad poctu LTR retrotranspozonov podl'a jednotlivych rodov v testovacej sade zoradeny
podl'a podetnosti.

2.6.2 Uspesnost’ vyhPadavania v databaze znamych LTR retrotranspozénov

V tejto podkapitole popiSem testovanie oboch zvolenych nastrojov pri identifikacii LTR
retrotranspozonov vo fasta stbore, ktory obsahoval iba sekvencie zndmych LTR
retrotranspozonov. Pomocnym skriptom som vygeneroval fasta stibor obsahujtici radovo 1000
nahodne vybranych sekvencii z pracovnej sady. Pre LTR_FINDER som pouzil nasledujiice
parametre:

-SO -D30000 -d200 -o02 -pl5 -g80 -G5 -T1 -BO.3 -be.25 -ril2
Pre LTR_harvest som pouzil nasledujtice parametre:
-minlenltr 200 -maxdistltr 30000 -similar 70 -overlaps best

Parametre boli zvolené tak, aby bolo vyhl'adavanie ¢o najmenej prisne (napriklad hodnota
parametra -p u programu LTR_FINDER je na spodnej hranici odporucania autorov programu),
¢im by sa mala maximalizovat’ detekéna schopnost’ oboch programov, a zaroven aby sa tieto
dva experimenty dali medzi sebou porovnat (parameter -d200 u nastroja LTR_FINDER
zodpoveda parametru -minlenltr 200 u néstroja LTR_harvest, podobne -D30000 zodpoveda
parametru -maxdistltr 30000). Tento experiment som zopakoval pétkrat. Vysledky tychto
piatich experimentov si uvedené v tabul’ke 2.2. Priemerna senzitivita programu LTR_FINDER
pri vyhladavani LTR retrotranspozonov v sekvencidch znamych LTR retrotranspozénov
dosiahla 82,91%, zatial’¢o priemerna uspe$nost’ ndstroja LTR_harvest dosiahla 85,91%.
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Pocet pritomnych LTR . Senzitivita
Beh i Senzitivita LTR_FINDER [%]
retrotranspozonov - LTR harvest [%]
1. 1000 82,60 87,20
2. 1028 83,95 83,46
3. 1027 83,93 88,61
4, 958 82,36 83,30
5. 967 81,70 87,00

Tabul’ka 2.2: Vysledky vyhl'adavania LTR retrotranspozonov programami LTR_FINDER a
LTR_harvest v nahodne vybranej sade ~1000 LTR retrotranspozdnov z testovacej sady.

Tieto vysledky potvrdzuji zavery Studie [42] — LTR_harvest je skutoéne schopny
identifikovat LTR retrotranspozény vo va¢Som mnozstve pripadov, hoci rozdiel v tomto
experimente nie je velky (iba 3%). Ako vyraznd slabina néstroja LTR_FINDER sa vSak ukazal
fakt, ze v sekvencii obsahujucej jediny LTR retrotranspozén Casto identifikuje viacero réznych
alternativ, ktoré sa lisia diZkou, skore, divergenciou LTR sekvencii a d’al§imi vlastnostami.
Vo vystupe programu takyto pripad vyzera nasledovne:

>Sequence: RLG_ 161363 Hordeum Len:16393

index SeqID Location LTR len Inserted element len TSR PBS  PPT
RT IN (core) IN (c-term) RH Strand Score Sharpness Similarity

[ 1] RLG_161363_Hordeum 1-16393 412,412 16393 N N-N 15967-

15981 747-1253 14871-15179 N-N N-N + 19 1,1 0.983

[ 2] RLG_161363 Hordeum 3238-11704 877,878 8467 CCCGA N-N
10807-10821 4320-4397 N-N N-N N-N + 11 0.443,0.529 0.967

[ 3] RLG_161363 Hordeum 5418-13870 2088,2083 8453 N N-N
7537-7551 11013-11099 N-N N-N N-N - 6.5 0.471,0.486
0.974

Je vidiet, ze v sekvencii obsahujucej jediny LTR retrotranspozén (RLG_161363)
LTR_FINDER oznadil tri alternativy jeho sekvencie. V pripade, akym bol napriklad tento
experiment, kde vieme, Ze kazda sekvencia obsahuje iba jeden LTR retrotranspozon,
to nepredstavuje problém (mézeme napriklad vybrat’ ten, ktory pokryva najvacsiu Cast’ danej
sekvencie). AvSak pri kazdom inom scenari by tato vlastnost komplikovala spracovanie
vysledkov, kedze by po behu nastroja bolo nutné dalej spracovat’ jeho vystup tak, aby
sa z kazdej skupiny prekryvajicich sa identifikovanych LTR retrotranspozénov vybral iba
jeden, najlepsi zastupca. Bez tohoto kroku by nebolo mozné povedat’ ani to, kol'ko LTR
retrotranspozonov vlastne LTR_FINDER nasiel. Hoci som sa pokusal optimalizovat’ parametre
(hlavne -g, -j a -J, ktoré ovladaju rozsirovanie potencidlnych LTR sekvencii) tak, aby
sa vo vystupe nachadzala maximalne 1 varianta kazdého LTR retrotranspozonu, nepodarilo
sa mi to. Pripadne ak sa to podarilo, bolo to za cenu nepripustného znizenia citlivosti
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identifikacie LTR retrotranspozonov. Kvoli tomuto dovodu, a tiez kvoli celkovo niZsej
uspesnosti vyhl'addvania, som sa rozhodol z testovanej dvojice vo findlnom nastroji pouzit’
na identifikaciu LTR retrotranspozénov nastroj LTR_harvest a dalej testovat iba jeho
vlastnosti.

2.6.3 Uspesnost’ vyhPadavania v umelo vytvorenom genéme

V tomto experimente testujem uspesSnost programu LTR_harvest pri vyhladdvani LTR
retrotranspozéonov v umelo vygenerovanom gendme. Pomocou pomocného skriptu
randomGenome.py v programovacom jazyku python generuyjem DNA sekvenciu dlhia
10 Mbp. Té pozostava z nahodne vybratych LTR retrotranspozonov z databazy mips-REdat,
oddelenych od seba ndhodne vygenerovanymi DNA sekvenciami (kazdy nukleotid sa na kazde;j
pozicii vyskytuje s pravdepodobnostou 25%) o dizke 0-100 Kbp (s uniformnou distribuciou
dizky). Sekvencia sa generuje, az kym nepresiahne dizku 10 Mbp, takze podet LTR
retrotranspozénov aj presna dizka ndhodného genému st medzi jednotlivymi behmi
experimentu premenlivé. Samozrejme, presny pocet LTR retrotranspozénov pritomny
v sekvencii je mi znamy, takze som schopny zhodnotit’ tispeSnost’ vyhl'adédvania. V idedlnom
pripade by sa nemala liSit od tuspesSnosti v predchadzajucom experimente (vyhladdvanie
v sekvenciach znamych LTR retrotranspozénov). Vysledky jednotlivych behov tohoto
experimentu sa nachadzaju v tabul’ke 2.3.

Priemerna uspesnost’ vyhl'adavania LTR retrotranspozonov v tomto experimente dosiahla
83,79%, €o je mierne horsi vysledok, nez pri predchaddzajicom experimente.

2.6.4 Uspesnost’ vyhPad4vania v realnom genéme

Tento experiment slizi na vyhodnotenie Uspesnosti programu LTR_harvest pri vyhladavani
LTR retrotranspozoénov v skutoénom genoéme. Ako testovaci organizmus som si vybral
Arabidopsis thaliana, ¢o je rastlina, ktora sa kvoli svojmu rychlemu zivotnému cyklu a relativne
kratkemu genomu vel'mi Casto pouziva v bioinformatickom vyskume; je to tiez rastlina, ktorej
genom bol osekvenovany ako prvy. Sekvenciu genému tejto rastliny som ziskal z databazy The
Arabidopsis Information Resource (TAIR)'. Gendém je zlozeny z 5 chromozoémov a ma dizku
~120Mbp.

Databaza mips-REdat obsahuje 1322 LTR retrotranspozonov identifikovanych v genéme
A. thaliana. Tento pocet budem povazovat’ za 100% LTR retrotranspozonov identifikovatel'nych
programom LTR_harvest. Pri vyhl'adavani som pouzil nasledujice parametre: -maxlenltr
8000 -maxdistltr 30000 -similar 70 -overlaps best. LTR_harvest
identifikoval 2045 LTR retrotranspozonov. Je to mozné vysvetlit' tym, ze mnohé z nich su
si natol’ko podobné, Ze pri zhlukovani databazy mips-REdat autormi tejto databazy su v nej
reprezentované iba jednym zastupcom, zatial¢o LTR_harvest pochopitene nasiel vsetky
individualne kopie.
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Beh Pocet pritomnych LTR Pocet identifikovanych LTR | Senzitivita
retrotranspozonov retrotranspozénov [%o]

1. 179 163 91,06
2. 173 144 83,24
3. 182 151 82,97
4. 160 130 81,25
5. 173 147 84,97
6. 160 134 83,75
7. 177 144 81,36
8. 179 151 84,36
9. 163 143 87,73
10. 171 136 79,53

Tabul’ka 2.3: Vysledky vyhladavania LTR retrotranspozonov programom LTR_harvest v ndhodne
vygenerovanom gendéme obsahujiicom znamy pocet LTR retrotranspozénov nahodne vybratych
z databazy mips-REdat.
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3 Navrh nového nastroja pre
anotaciu transpozonov

Z predchadzajucej kapitoly je mozné vidiet, Ze bioinformatickych nastrojov zaoberajicich
sa vyhladavanim a anotaciou transpozdénov existuje pomerne velké mnozstvo. Niektoré su
schopné najst’” doposial’ nezname kopie iba podla ich vnutornej Struktiry, pre iné vnutornd
Struktira nie je smerodajna a hl'adia viac na podobnost’ sekvencii v skimanom genome s uz
znamymi transpozonmi. Viacero z dostupnych nastrojov je tiez schopnych okrem identifikacie
transpozonovych sekvencii tieto aj anotovat, teda vyhladat a prezentovat jednotky ich
vnutornej Struktary, ako napriklad dlhé koncové repeticie u LTR retrotranspozonov, proteinové
domény, PBS alebo PPT. Taktiez s niektoré nastroje schopné vnutorné Struktury aj dalej
analyzovat’, napriklad poskytnut’ informaciu o divergencii LTR a tym aj relativny odhad casu
vloZenia daného elementu na aktualne miesto v gendme.

Co sa viak tyka vyhladavania a anotacie pridavnych $truktarnych prvkov transpozénov
pomocou existujucich nastrojov, situacia je ina. Sucasné nastroje na vyhladavanie a anotaciu
transpozénov neposkytuji moznost’ pridavné Struktury vyhladat a anotovat. Samozrejme,
existuju samostatné nastroje na vyhl'adavanie tandemovych repeticii, alebo ORF v sekvenciach
DNA. Tie je mozné manualne pouzit' na sekvencie transpozoénov. Avsak bolo by vitanym
vylepSenim mat’ k dispozicii jeden nastroj schopny anotacie vsetkych ziadanych pridavnych
Struktarnych prvkov automaticky.

Vzhl'adom na aktudlne prebiehajuci vyskum na Biofyzikalnom tustave Akadémie vied
Ceskej Republiky v Brne (BFU AVCR), ktory je zamerany $pecificky na LTR retrotranspozony
v rastlinnych druhoch, bude tento nastroj taktiez zamerany vylucne na LTR retrotranspozony.
Vystup tejto diplomovej prace tak bude priamo pouzitel'ny v praxi.

3.1 Navrh rieSenia

Ulohou implementovaného nastroja bude anotacia vnutornej $truktary LTR retrotranspozonov
so zameranim na pridavné Struktury (tandemové repeticie, €ORF). Vstupom programu budu
DNA sekvencie ulozené v suborovom formate FASTA. Vystupom bude anotacny stbor
v uzivatelom Specifikovanom formate obsahujuci anotacie identifikovanych LTR
retrotranspozonov a ich Struktirnych prvkov a subory vo formate csv obsahujuce skupiny
konzervovanych Struktar.

3.1.1 Tandemové repeticie vnutri LTR retrotranspozonov

Ako bolo spomenuté v kapitole 2, transpozény a tandemové repeticie su dva zdkladné typy
repetitivnych sekvencii v DNA organizmov. Napriek tomu je relativne malo znamych faktov
o ich vzajomnej koexistencii a interakcii, napriklad o sa tyka tandemovych repeticii vnutri
transpozénov. Existuje mnozstvo programov, ktoré dokazu v DNA sekvenciach identifikovat
tandemové repeticie. Pri rozhodovani o vybere som vychadzal z vysledkov stadie [43], v ktorej
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autori porovnavali najCastejSie pouzivané nastroje na vyhladavanie tandemovych repeticii.
Z nich vysiel konzistentne najlepSie nastroj Mreps, tesne nasledovany nastrojom Tandem
Repeats Finder (TRF) [41]. Autori vSak uvadzaji, Ze rozdiely v tuspeSnosti nie
st natol’ko velké, aby bol jeden nastroj lepsi vo vSeobecnom pripade pouzitia; vzdy je potrebné
hl'adiet’ na el daného vyskumu. Nastroj Mref je napriklad schopny pracovat’ s repeticiami
obsahujucimi iba mismatche, a nie uz inzercie a delécie, zatial¢o Tandem Repeats Finder
je schopny pracovat’ so vSetkymi spomenutymi. Pri skimani tandemovych repeticii vnutri
transpozonov je mozné ocCakavat pritomnost’ inzercii a delécii, preto som sa rozhodol
na vyhladavanie tandemovych repeticii v implementovanom nastroji pouzit Tandem Repeats
Finder.

3.1.2 VyhPadavanie eORF

Aktivne LTR retrotranspozony obsahuju vo svojej sekvencii proteinové domény, ktoré¢ koduju
jednotlivé funkcie, ako napriklad schopnost’ retrotranspozicie. Tieto proteinové domény
sa nachadzaju vnutri Citacich ramcov (ORF). Okrem ¢itacich ramcov obsahujucich zname
proteinové domény (popisané v predchadzajicej kapitole) vSak sekvencie LTR
retrotranspozonov ¢asto obsahuju aj d’alSie ORF. Je mozné, Ze niektoré z nich koéduju doposial
neznamu funkciu. Za ucelom anotacie otvorenych citacich ramcov som sa rozhodol vyuzit
program Open Reading Frame Finder (ORF Finder) vyvinuty Narodnym centrom pre
biotechnologické informacie (National Center for Biotechnology Information, NCBI). KedZe
vyhl'adavanie ORF je trividlna uloha, neexistuji ani S$tudie porovnavajice jednotlivé
vyhladavace ORF. Tento nastroj som teda zvolil kvoli doveryhodnosti zdroja — ¢innost’ NCBI je
v podstate bioinformatickym Standardom.

3.13 Identifikacia proteinovych domén

Nastroj ORF Finder je schopny c¢itacie ramce identifikovat’, ale nehovori ni¢ o tom, aka
(ak vobec nejakd) proteinova doména sa nachadza v ich vmutri. Hoci primarnym ucelom
implementovaného nastroja je anotacia pridavnych Struktir LTR retrotranspozoénov, za G¢elom
zistenia, aké funkcie jednotlivé ORF koduju, je potrebné vo vsetkych identifikovat’ proteinové
domény. Okrem anotacie pridavnych ORF bude teda nastroj poskytovat' aj anotaciu obsahu
vietkych identifikovanych ORF. Na tento ucel je potrebné pouzit d’alsi nastroj. Standardnym
nastrojom na vzajomné porovnavanie biologickych sekvencii (DNA, proteinové sekvencie) je
balik BLAST. Vzajomné porovnavanie preto, lebo proteinové domény v ORF sa najcastejSie
identifikuji tak, ze sa sekvencie ORF porovnavaji s anotovanou databazou znamych
proteinovych sekvencii. Presne takto funguju programy z balicka BLAST. Bali¢ek obsahuje
(okrem iné¢ho) nastroje na porovnavanie nukleotidovych sekvencii (BLASTn), proteinovych
sekvencii (BLASTp), nukleotidovych sekvencii voci proteinovym sekvenciam (BLASTX)
a proteinovych sekvencii vo¢i nukleotidovym sekvenciam (tBLASTn). Pripady pouzitia
konkrétnych programov z balika na identifikdciu obsahu jednotlivych otvorenych Ccitacich
ramcov su popisané v d’al$ej kapitole zaoberajlicej sa implementaciou.
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3.14 VyhPadavanie konzervovanych tandemovych repeticii a extra ORF

Po samotnej identifikécii a anotécii jednotlivych pridavnych Struktar LTR retrotranspozonov je
hlavne zaujimavé zistit, ¢i su niektoré z tychto Struktir pritomné u viacerych kopii LTR
retrotranspozonov z jednej podrodiny, a to pripadne aj na rovnakych, alebo podobnych,
pozicidch. Je opravnené ocakavat, ze v mnohych LTR retrotranspozdnoch sa budi nachadzat’
roznorodé tandemové repeticie a otvorené ¢itacie ramce neobsahujuce ziadnu znamu proteinova
doménu. Zaujimavejsie vSak bude, ak sa ukéze, Ze niektoré z takychto Struktar su u niektorych
LTR retrotranspozonov stabilne pritomné, teda konzervované. To by naznacovalo moznost’ ich
konkrétnej funkcie, alebo prinajmensom spoloéného pdvodu (pretoze jednotlivé kopie
povodného LTR retrotranspozénu si zachovaju $truktirne prvky, napriklad extra ORF, aj
napriek tomu, ze im neposkytuje ziadnu funkciu). V nastroji teda implementujem aj tato
funkcionalitu.

3.1.5 Format vstupného siboru

Nastroj bude akceptovat’ vstupny stibor vo formate fasta. Jeho obsahom moze byt jedna alebo
viacero sekvencii DNA. Kazdd sekvencia vo vstupnom stbore je uvedend unikatnym
identifikatorom. Identifikator, ktory sa musi nachadzat’ na jednom riadku priamo pred samotnou
nukleotidovou sekvenciou, zacina symbolom ,.>*, ktory je priamo nasledovany identifikaénym
refazcom neobsahujlicim medzery. Nasleduje priklad spravneho formatu sekvencie
vo vstupnom subore:

>RLG_3398
aagctttcatggtgtagcgaaagtccgtatgagtctttggectttgtatgttctaacaaggaaacactgct
taggcctataagatcgggttgeggtttaagttcttatactctgatatgtctataatttgcatgatttagg
cattcattcttcaccactttgtcattgtttcatccacatttcatctcattaggagtcgttttagtgtgtt
ttacatacttaggacgattttgcattaggattgcatgtgcatggcatatttgg

3.1.6 Vystup nastroja

Vystupom nastroja budu textové subory obsahujuce anotacné informacie o jednotlivych
identifikovanych Struktirach. Tieto sa budi nachadzat v stboroch Standardného
bioinformatického formatu (BED alebo GFF). Dalej budu vystupom dva stibory vo forméte csv,
ktoré budu obsahovat’ identifikované skupiny konzervovanych extra ORF a tandemovych
repeticii. Nastroj taktiez uzivatelovi ponecha vystupy jednotlivych externych nastrojov, ktoré
pre svoju ¢innost’ pouziva, takze uzivatel’ bude mat pristup ku vsetkym ciastkovym vysledkom.

29



4 Implementacia

Za implementa¢nt formu nastroja som zvolil skript v programovacom jazyku Python vo verzii
2.7.9, a to hlavne kvoéli jednoduchej praci s textovymi subormi (ked’Ze Cast’ prace néstroja
spoCiva v analyze textovych vystupov existujicich nastrojov) a so zlozitymi Struktirami, hlavne
so slovnikmi. Nastroj je ureny pre operacné systémy typu Unix. Implementacia a testovanie
prebiehalo v linuxovom prostredi s distribuciou Debian vo verzii 3.16.36-1 na vypoctovom
centre MetaCentrum'. Na identifikdciu transpozénov, otvorenych ¢itacich ramcov,
tandemovych repeticii a proteinovych domén tento nastroj vyuziva existujuce bioinformatické
nastroje (LTR_harvest, ORFFinder, Tandem Repeats Finder, BLASTp, v tomto poradi).

Kedze vystupom tejto diplomovej prace je bioinformaticky néstroj, ktory pre svoje
fungovanie pouziva iné bioinformatické nastroje, pre vyhnutie sa mnohoznacnosti v texte
budem slovom ,,néastroj* bez d’alSej Specifikacie vzdy mysliet’ mnou implementovany nastroj,
zatial'¢o pri spominani ostatnych programov budem vzdy $pecifikovat, o ktory sa jedna.

Hoci to nie je vSeobecnou podmienkou suborového formatu fasta, kvoli vyuzitiu
programu ORF Finder identifikator nesmie obsahovat’ znak ,,|“. Identifikator taktieZ nesmie
obsahovat’ biele znaky. Tieto podmienky kontroluje funkcia checkInputFile, nachadzajica
sa v zdrojovom stbore func. py.

Vystup nastroja obsahujici anotacie jednotlivych identifikovanych zakladnych
a pridavnych Struktar je mozné vytvorit’ vo formate BED alebo GFF. Detailny popis vystupného
formatu sa nachadza v prilohe 2. Diagram detailne zndzornujlci princip fungovania nastroja
sa nachadza na obrazku 4.1 na konci tejto kapitoly.

4.1 Struktiira zdrojového textu

Kvoli prehladnosti je implementacia nastroja rozdelend do viacerych stuborov so zdrojovymi
textami, ktoré sa nachadzaji v jednom adresari. Jedna sa o nasledujtice subory:

+ dp.py - hlavny subor, ktorym sa cely nastroj spusta. Obsahuje spracovanie a kontrolu
parametrov z prikazového riadku pomocou kniznice argparse, postupne spusta
jednotlivé nastroje a podprogramy na analyzu ich vystupov a ich nacitanie do Struktar
v pamiti. Nakoniec sa tu nachadza spustanie podprogramov vytvarajucich vystupné
anotacné subory vo formate BED alebo GFF.

« parsers.py - nachadzaju sa tu funkcie urené na nalitanie a spracovanie dat
z vystupnych stborov jednotlivych nastrojov, ktoré st spustané v hlavnom stbore
dp.py. Konkrétne su to funkcie parseTRFOutput, parseLTR_harvestOutput,
parseORFFinderOutput, parseBlastpOutput.

+ createQutput.py - obsahuje funkcie createGFF a createBED, ktoré umoziuju
vytvorit’ anotacné subory v tychto dvoch fotmatoch obsahujuce uzivatelom vybrané
identifikované Struktury.
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+  classes.py - obsahuje definicie datovych Struktir pre vyhl'adavané biologické Struktiry,
konkrétne st to Struktury Domain, Cluster, ORF, TandemRepeat
a Transposon_ltrharvest.

« runCommands.py - v tomto stbore sa nachadza konstrukcia prikazov prikazového
riadku a spustanie jednotlivych nastrojov, a tiez funkcie
identifyConservedExtraORFs a identifyConservedSatellites.

« func.py - Obsahuje dalSie pomocné funkcie, napriklad nacitanie parametrov
pouzivanych bioinformatickych nastrojov z textového suboru a vytvaranie réznych
pomocnych suborov.

4.2 Parametre nastroja

Tento ndstroj vyuziva viacero externych bioinformatickych nastrojov, priCom kazdy z nich ma
vlastna sadu parametrov, nickedy s neprazdnym prienikom s ostatnymi sadami. Preto by nebolo
praktické uvadzat’ vSetky parametre pri spistani nastroja na prikazovom riadku. Zvolil som
rieSenie, kde parametre pre jednotlivé nastroje budu uvedené v subore params.txt,
nachadzajucom sa v rovnakej zlozke, ako zdrojové stibory nastroja.

Parametre pre vyhl'adavanie ORF sa nachadzaju na riadku zacinajucom retazcom #orf,
parametre pre vyhladdvanie LTR retrotranspozénov na riadku zafinajicom retazcom #1ltr,
a parametre pre vyhladavanie tandemovych repeticii na riadku zaéinajicom retazcom #trf.
Jednotlivé parametre na riadkoch musia byt oddelené bielymi znakmi (napr. medzera,
tabulator). Poradie riadkov moze byt I'ubovolné. Na konci suboru sa musi nachadzat jeden
prazdny riadok.

Niektoré (pre dany bioinformaticky néstroj potencidlne voliteIné) parametre nastroj
na svoj beh nutne potrebuje (napr. pre Specifikaciu formatu vystupu); takéto parametre nie je
potrebné zadavat’ v subore params.txt, pretoze su napevno pridané ku prislusnému retazcu
parametrov priamo v zdrojovom kode nastroja. Konkrétne pripady s popisané v prilohe.

Parametre nastroja, ktoré sa zadavaji pri spusteni na prikazovy riadok st nasledujtce
(vSetky st povinné):

+ i, —-inputFile: cesta ku vstupnému suboru.

+ -0, --outputFile: nazov vystupného stiboru.

+ -outfmt, --outputFormat: format vystupného suboru; povolené hodnoty su ,bed*
a,gff".

« -outfeat, --outputFeature: Specifikacia Struktir, pre ktoré ma byt vytvoreny vystupny
subor; povolené hodnoty su ,,orf™, ,sat”, ,te“ a ,,all®.

+ -ctnt, --clusteringThresholdNT: hodnota prahu zhlukovania nukleotidovych sekvencii,
v rozmedzi 0-1.

+ -ctaa, --clusteringThresholdAA: hodnota prahu zhlukovania proteinovych sekvencii,
v rozmedzi 0-1.

+ -et, —-evalueThreshold: prah hodnoty e-value pre identifikdciu proteinovych domén,
platné hodnoty st >0.
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+ -mc, --minNumCopies: minimalny pocet kopii monoméru v tandemovej repeticii,
zadana hodnota musi byt’ kladné celé Cislo.

4.3 Vyhladavanie retrotranspozonov

Na vyhladavanie LTR retroranspozonov vo vstupnej sekvencii nastroj vyuziva program
LTR_harvest vo verzii 1.5.9, ktory je stcastou balika GenomeTools. Cely tento balik
sa nachadza v zlozke genometools-1.5.9/, ktora sa nachadza v hlavnej zlozke nastroja.
Uzivatel bude parametre vyhladavania LTR retrotranspozénov uvadzat do suboru
params.txt na riadok za¢inajtci identifikatorom #1tr.

4.4 Vyhladavanie ORF

Ako jeho vstup sa pouzije hlavny vstupny subor popisany vysSie. V fiom obsiahnuté

13

identifikatory sekvencii nesmu obsahovat znak | kvoli tomu, Ze v takom pripade
sa vo vystupnom subore programu ORF Finder tento identifikator neobjavi. Napriklad, pri
vyhl'adani ORF v sekvencii s identifikatorom ,,>RLX 56183 sa vo vystupe ORF Finderu buda
nachadzat’ identifikatory ORF vo formate ,>IcllORF1_RLX 56183:2507:2148%, zatial'¢o pri
vyhladani ORF v sekvencii s identifikatorom ,.>RLX 56183|abcd“ sa vo vystupnom subore
programu ORF Finder budi nachadzat’ identifikdtory vo formate ,>Icl|ORF1 1:2507:2148%.
Povodny identifikator sa teda stratil, a bol nahradeny ¢islom ,,1%, ktoré oznacuje poradové ¢islo
sekvencie s tymto identifikatorom vo vstupnom subore. Pre tato komplikdciu moj nastroj

neumoznuje pracovat’ so vstupnou sekvenciou obsahujticou znaky ,,|* v identifikatoroch.

4.4.1 Parametre vyhladavania ORF

Uzivatel’ moze v stibore params.txt Specifikovat’ nasledujuce parametre behu programu ORF
Finder. Podrobne;jsi prehlad ostatnych parametrov je dostupny v prilohe 1.

. -ml <Integer>: minimalna dizka ORF (v poéte nukleotidov); pri zadani hodnoty mense;j,
nez 30, sa prah automaticky nastavi na 30, implicitna hodnota je 75.

« -n <Boolean>: ignorovanie kompletne vnorenych ORF; implicitna hodnota je ,,false*.

- -strand <String>: $pecifikacia vlakna, na ktorom sa maju vyhladavat Citacie ramce;
platné hodnoty st ,,both*, ,,plus“ a ,,minus®, implicitnd hodnota je ,,both*.

4.5 Vyhladavanie tandemovych repeticii

Na vyhladavanie tandemovych repeticii néstroj vyuziva binarnu verziu programu Tandem
Repeats Finder vo verzii 4.09. Spustitelny subor ma nazov trf409.1inux64 a nachadza
sa v hlavnej zlozke, ktora obsahuje vSetky zdrojové subory nastroja. Uzivatel’ musi Specifikovat’
parametre programu Tandem Repeats Finder v subore params.txt na riadok zainajici
retazcom #trf. Detailny popis tychto parametrov sa nachadza v prilohe 1. Parametre programu
Tandem Repeats Finder st v stibore params.txt pre uzivatel'a prednastavené na ret'azec
»2 7780 10 50 2000 -h*. Tieto parametre boli zvolené podl'a implicitnych parametrov webovej
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verzie nastroja Tandem Repeats Finder. Prepinac ,,-h* je prednastaveny, aby potencialne
velké mnozstvo html stborov bolo vytvorené az v pripade, Ze to uzivatel’ explicitne potrebuje.

4.6 Identifikacia proteinovych domén a rodin

Pri identifikacii proteinovych domén néstroj vyuziva pristup zalozeny na vyhladavani
v databaze proteinovych sekvencii pomocou programu BLASTp vo verzii 2.6.0. Zlozka
S nastrojom obsahuje bindrnu verziu programu BLASTp, a to v zlozke
ncbi-blast-2.6.0+/bin. Vstupom su jednotlivé proteinové sekvencie otvorenych ¢itacich
ramcov, vyhladané nastrojom ORF Finder, nachadzajiuce sa v subore ORF.out. Parametre
a format vystupu nastroja BLASTp pouzité v implementovanom ndstroji su podrobne popisané
v prilohe 1. Nastroj pre identifikaciu proteinovych domén vyuziva vlastnu databazu, ktora som
vytvoril z anotovanych sekvencii vSetkych proteinovych domén dostupnych v databaze Gypsy
1

Database, stibor dostupny z
vytvoril prikazom ,makeblastdb -in cores-database -parse_seqids -dbtype

. Databazu vo formate, ktory program blastp potrebuje, som

prot®. Databaza obsahuje sekvencie vsetkych zakladnych retrotranspozonovych domén (RT,
INT, RNaseH, GAG), a okrem nich mnozstvo d’al§ich. Program makeblastdb je sticastou
balicka BLAST a nachddza sa v zlozke ncbi-blast-2.6.0+/bin. Databaza vytvorena tymto
prikazom sa nachadza v zlozke Cores. V tejto zlozke sa nachddza aj subor Cores-readme,
ktory obsahuje okrem iného zoznam a popis skratiek pouzivanych pre jednotlivé proteinové
domény.

Povodna databaza je vo formate fasta. Kazdy zdznam v nej ma identifikator rozdeleny
na dve casti znakom ,, “. Prva Cast’ je skratkou proteinovej domény, ktorej sekvenciu tento
zaznam obsahuje, a druha Cast’ identifikuje LTR retrotranspozon, z ktorého sekvencia pochadza.
Uvediem priklad takéhoto zaznamu:

>RT_Ogre
WDAGFLAVTSYPPWMANIVPVPKKDGKVRMCVDYRDLNRASPKDDFPLPHIDVLVDNTAQSSVFSFMDGF
SGYNQIKMAPEDMEKTTFITPWGTFCYKVMPFGLKNAGATYQRAMTTLFHDMMHKEIEVYVDDMIAKSQT
EEEHLVNLQKLFDRLRKFKLRLNPNKCTFGVRSGKLLGFIVSEKGIEVDPAKVKAIQEMPEPKTEKQVRG
FLGRLNYIARFISHLT

Tento zaznam obsahuje proteinovil sekvenciu jadra RT domény z LTR retrotranspozénu
patriaceho do rodiny Ogre. V tomto kroku tak zaroven s identifikaciou proteinovej domény
obsiahnutej v danom ORF nastroj zisti aj pravdepodobnu retrotranspozonovu rodinu, do ktorej
skimany LTR retrotranspozon patri.

4.7 Identifikacia konzervovanych eORF

Hlavnym prinosom tejto diplomovej prace na poli bioinformatickych nastrojov je
automatizovana identifikacia konzervovanych extra ORF (a konzervovanych tandemovych
repeticii, popisané v d’alSej podkapitole). Po predchadzajicom kroku, identifikacii proteinovych
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domén v rozpoznanych ORF, sa nastroj zameria na tie ORF, v ktorych nebola rozpoznana
ziadna doména (vratane tych ORF, kde doména sice rozpoznana bola, ale s vy$Sou hodnotou
e-value, nez bol uzivatel'om zadany prah).

Niekedy sa stane, ze u jedného LTR retrotranspozonu su niektoré proteinové domény
identifikované vo viac, nez jednom ORF. V takom pripade sa pomocou funkcie
consolidateTEs Struktira obsahujuca zdznamy o vSetkych identifikovanych LTR
retrotranspozonoch upravi tak, ze u kazdého ostane z viacerych pripadnych variant jedného
sa pomocou funkcie createFastaOfRTDomains vygeneruje fasta subor s proteinovymi
sekvenciami vSetkych ORF, v ktorych bola identifikovand RT doména. Ten sa nasledne pouzije
ako vstup bioinformatického néstroja CD-HIT. Tento program vykonava zhlukovanie
proteinovych sekvencii na zaklade uZzivatelom zadaného prahu, ktory predstavuje hodnotu
identity pri lokdlnom zarovnani. Na vSetkych sekvenciach vo vstupnom subore (v nasSom
pripade st to ORF obsahujuce RT domény) sa vykona lokalne zarovnanie, a sekvencie, ktoré
maju identitu vyssSiu, nez zadany prah, sa oznacia za jeden zhluk (cluster). Nasleduje ukazka
vystupu programu CD-HIT (hviezdicka na konci zdznamu oznacuje, ze dand sekvencia
sa povazuje za reprezentanta daného zhluku):

>Cluster 1

0183aa, >1 _TE376_ORF2... *

1183aa, >5 TE1726 ORF2... at 98.36%
2183aa, >4_TE1525 ORF2... at 99.45%
>Cluster 2

01l6aa, >1 TE376 ORF1l... *

1116aa, >5_TE1726 ORF1l... at 99.14%
2116aa, >5 _TE1997 ORF1l... at 100.00%
3116aa, >4 TE1525 ORF1l... at 99.14%

Zhlukovanie RT domén sa vykonava preto, ze na jeho zaklade ur¢ime v skiimanom
gendme skupiny pribuznych LTR retrotranspozénov, u ktorych je vécsia Sanca, ze okrem
konzervovanej RT domény v nich st konzervované aj pripadné extra ORF. Pri vyhladavani
konzervovanych eORF bez tohoto prvotného zhlukovania by sa vyrazne prediZilo zhlukovanie
pomocou programu CD-HIT, kvoli lokalnemu zarovnavaniu tisicok ORF sekvencii
(len v relativne kratkom gendome A. thaliana nastroj vo vsetkych najdenych LTR
retrotranspozonoch identifikoval dohromady 5233 ORF).

Po tomto kroku teda mame k dispozicii zhluky RT domén, ktoré vlastne predstavuji
skupiny LTR retrotranspozonov, ktoré zdiel'aju podobné RT domény. Nasledne sa vybert zhluky
obsahujuce 2 a viac LTR retrotranspozéonov (mnoho RT domén vytvara iba jednoprvkové
zhluky, a s tymito sa dalej nepracuje) a zisti sa, ¢i obsahuju ORF, v ktorych neboli
identifikované ziadne proteinové domény (pokial’ takéto ORF neobsahuj, Ziadne konzervované
extra ORF nenajdeme). Pokial sa v LTR retrotranspozoénoch v danom zhluku nachadzaji
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dohromady aspon 2 ORF, v ktorych nebola identifikovana ziadna proteinova doména, nasleduje
d’al$i krok.

Tym je zhlukovanie vybranych ORF domén neobsahujucich ziadnu identifikovanu
proteinovi doménu. Vytvori sa pomocny fasta subor obsahujuci ich sekvencie a nasledne
sa na nom spusti CD-HIT. Ten vytvori zhluky ORF (neobsahujicich ziadnu identifikovant
proteinovi doménu) vybranych zo zhluku LTR retrotranspozénov zdielajucich podobnu RT
doménu. V pripade, ze niektory zhluk obsahuje viac, nez jeden ORF, podarilo sa nam
identifikovat” konzervované extra ORF — teda ORF, ktoré sice neobsahuju ziadnu znamu
proteinovi doménu, no napriek tomu sa vyskytuji vo viacerych LTR retrotranspozénoch. Tato
analyza je implementovana vo funkcii identifyConservedExtraORFs.

Vystupom tejto analyzy je sibor conservedExtraORFs.csv, ktory obsahuje zdznamy
o jednotlivych zhlukoch vo formate csv. Prva polozka na kazdom riadku oznacuje poradové
Cislo zhluku, nasleduju identifikatory jednotlivych eORF, ktoré do daného zhluku patria.
Hviezdicka na konci jedného zo zaznamov oznacuje ten eORF, ktory program CD-HIT zvolil
za reprezentanta zhluku. Nasleduje priklad zaznamu o jednom zhluku:

Cluster2,1 TE225 ORF4*,3 TE1030_ORF8,3 TE1045 ORF6,2 TE662 ORF1,

4.8 Identifikacia konzervovanych tandemovych repeticii

Identifikdcia konzervovanych tandemovych repeticii prebieha podobne, ako identifikacia
konzervovanych eORF. PouZzije sa stbor obsahujici zhluky podobnych RT domén
vygenerovany pre identifikaciu konzervovanych eORF. Subor sa prechadza po jednotlivych
zhlukoch, a ak aktualne skimany zhluk obsahuje aspon dve sekvencie, pracuje sa s nim d’ale;j.
Vytvori sa zoznam LTR retrotranspozonov, z ktorych RT domény pochidzaji a nasledne
zoznam vSetkych tandemovych repeticii, ktoré boli v tychto LTR retrotranspozonoch
identifikované. Dalej sa pokraduje iba v pripade, Ze zoznam obsahuje asponi 2 tandemové
repeticie.

V dalsom kroku sa vytvori docasny fasta sibor obsahujuci sekvencie tandemovych
repeticii zo zoznamu a pomocou programu CD-HIT-EST (varianta CD-HIT sluziaca
na zhlukovanie nukleotidovych sekvencii) sa tieto sekvencie pozhlukuji. Nasleduje ukazka
vystupu programu CD-HIT-EST (jeho vystup sa od vystupu programu CD-HIT lisi iba tym,
7e dizka sekvencie je uvedena v ,,nt“, nie v ,,aa"):

>Cluster ©

0121nt, >5 TE2013:328:448:29... *

192nt, >5 TE2013:4899:4990:29... at +/100.00%
2109nt, >4 _TE1414:4707:4815:29... at -/100.00%

Pokial' po tomto kroku dostaneme zhluky, ktoré obsahuji viac, nez jednu tandemovu

repeticiu, a zaroven to st tandemové repeticie pochadzajiice z viacerych rozlicnych LTR
retrotranspozonov (Casto sa stava, Zze jedna tandemova repeticia je pritomnd v jednom LTR
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retrotranspozone viackrat; takyto pripad, hoci je potencidlne zaujimavy, nepovazujem
za konzervovanu tandemovu repeticiu), podarilo sa nam identifikovat’ konzervované tandemové
repeticie. Tato analyza je implementovana vo funkcii identifyConservedSatellites.
Vystupom tejto analyzy je stbor conservedTandemRepeats.csv, ktory obsahuje
zaznamy o jednotlivych zhlukoch vo formate csv. Prva polozka na kazdom riadku oznacuje
poradové cislo zhluku, nasleduji identifikatory jednotlivych tandemovych repeticii, ktoré
do daného zhluku patria. Hviezdicka na konci jedného zo zaznamov oznacuje ti tandemovu
repeticiu, ktory program CD-HIT-EST zvolil za reprezentanta zhluku. Nasleduje priklad

zaznamu o jednom zhluku:

Cluster3,5 TE2013:328:448:29%,5 TE2013:4899:4990:29,4 TE1414:4707:4815
129,
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Obrazok 4.1: Diagram ilustrujuci princip fungovania implementovaného nastroja.



5 Testovanie

V tejto kapitole predstavim a popiSem experimentalne vysledky nasledujucich aspektov
funkcionality implementovaného nastroja:

Vyhladavanie extra ORF vnutri LTR retrotranspozénov

+  Vyhladavanie tandemovych repeticii vnutri LTR retrotranspozénov
Vyhladavanie konzervovanych extra ORF
Vyhladavanie konzervovanych tandemovych repeticii

Za testovaci organizmus som zvolil 4. thaliana. Gendém tejto rastliny som ziskal z databazy
The Arabidopsis Information Resource (TAIR) vo verzii 10. Genom sa sklada z 5
chromozémov a ma celkovii dizku priblizne 120 Mbp. Vyhl'adavanie LTR retrotranspozénov
bolo vykonané s parametrami -maxlenltr 8000 -maxdistltr 30000 -similar 70
-overlaps best. Tabulka 5.1 obsahuje pocty LTR retrotranspozénov identifikovanych
v jednotlivych chromozémoch.

Chromozém Pocet identifikovanych LTR retrotranspozénov
1 500
2 351
3 418
4 353
5 423
Dohromady 2045

Tabul’ka 5.1: Pocty identifikovanych LTR retrotranspozonov v gendome A. thaliana.

5.1 Vyhladavanie extra ORF

V tomto experimente som sa zameral na ORF vnutri identifikovanych LTR retrotranspozonov.
Dohromady bolo v 2045 LTR retrotranspozénoch nastrojom najdenych 6822 ORF s minimalnou
dizkou 300bp. Priemerna dizka RT domény v LTR retrotranspozénoch sa pohybuje v rozmedzi
650-700bp (800-850bp pre INT, 350-450bp pre RnaseH, podla databiazy Cores), takze
minimalnu dizku som zvolil s dostato¢nou rezervou. Celkovo sa ziadnu proteinovii doménu
nepodarilo identifikovat’ v 76,19% identifikovanych ORF. Udaje o experimente sa nachadzaju
v tabul’ke 5.2 a v obrazkoch 5.1-5.3.
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Chromozom | © Cc¢t ORF vnutri LTR Potet cORF Pomer ¢ORF [%]
retrotranspozonov

1 1532 1240 80,94
2 1198 878 73,29
3 1557 1163 74,70
4 131 829 73,30
5 1404 1088 77,50

6822 5198 76,19

Tabulka 5.2: Vysledky vyhladdvania ORF v LTR retrotranspozénoch identifikovanych v gendome
A. thaliana. Zo 6822 celkovo identifikovanych ORF sa v 5198 nepodarilo identifikovat’ ziadnu znamu

proteinovi doménu.
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Obrazok 5.1: Histogram poétu ORF v LTR retrotranspozonoch, ktoré nastroj identifikoval v gendme

A. thaliana.

Z grafu na obrazku 5.1 je vidiet, Ze v najva¢Som pocte LTR retrotranspozénov (374)
nebol identifikovany Ziadny ORF. Dalej poc¢et LTR retrotranspozénov v zavislosti na pocte
identifikovanych ORF klesa.

Graf na obrazku 5.2 ma podobny priebeh; v najvicsom pocte LTR retrotranspozénov
nebol identifikovany ziadny extra ORF, Co je samozrejme spOsobené tym, ze v 374 LTR
retrotranspozénoch nebol identifikovany ani jeden ORF. Ziaden extra ORF vsak nebol
identifikovany v 479 LTR retrotranspozonoch, a ked’Zze iba 374 ich neobsahuje ziadny OREF,
viac nez 100 LTR retrotranspozonov obsahujucich asponn jeden ORF s identifikovanou

proteinovou doménou neobsahuje ziaden extra ORF.
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Obrazok 5.2: Histogram poctu extra ORF v LTR retrotranspozonoch, ktoré nastroj identifikoval v gendme
A. thaliana.
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Obrazok 5.3: Histogram poétu proteinovych domén v LTR retrotranspozonoch, ktoré nastroj identifikoval
v genome A. thaliana.

V grafe na obrazku 5.3 je vidiet, ze vyrazna vicSina identifikovanych LTR
retrotranspozonov (1473, 72%) neobsahuje ziadnu identifikovate'ni proteinovii doménu. Iba
228 LTR retrotranspozonov (11%) obsahuje 3 a viac proteinovych domén.
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5.2 Identifikacia konzervovanych extra ORF

Po identifikovani vSetkych extra ORF v genome A. thaliana nasleduje experiment zistujici,
¢i st niektoré z nich konzervované, teda ¢i sa vyskytuji vo viac, nez jednom LTR
retrotranspozone. Zhlukovanie RT domén a nasledné zhlukovanie potencidlne konzervovanych
extra ORF som vykonal s prahom podobnosti 0,4.

Nastroj identifikoval celkovo 95 zhlukov konzervovanych extra ORF. Popis ich velkosti
sa nachadza v tabul’ke 5.3, zoznam LTR retrotranspozonov v jednotlivych zhlukoch sa nachadza
v tabul’ke 5.4.

Velkost’ zhluku Pocet zhlukov s touto vel’kost'ou
2 45
3 16
4 13
5 2
6 5
7 4
8 2
9 2
10 2
11 2
12 1
13 1

Tabulka 5.3: Popis identifikovanych zhlukov konzervovanych extra ORF identifikovanych v gendme
A. thaliana.

Cislo zhluku LTR retrotranspozony v zhluku

Cluster 0 |3 _TEI255 ORF3,3 TE1255 ORF4*4 TE1409 ORF7,

Cluster 2 3_TE1008_ORF2*,2 TE666 ORF8,5 TE1767 ORF4,

Cluster 9 |1 TE236 ORF1,5 TE1856 ORF4*4 TE1310 ORFS5,

Cluster 12 |1 _TE235 ORF7*3 TE1026_ORF9,3 TE1102_ORF4,

1_TE235 ORFS8,1 TE251 ORF3,1 TE264 ORF5,3 TE1118_ORF4,5 TEI

luster 14
Cluster 783 ORF8*4 TE1334 ORF6,4 TE1354 ORF3,

Cluster 20 |1 TE264 ORF6*,1 TE264 ORF7,3 TE1102 ORF10,4 TE1354 ORF9,

1_TE219 ORF10,3 TE1045 ORF4*3 TE1049 ORF10,5 TE1733 ORF4,

Cluster 27| S TE1837 ORF8.4 TE1327 ORF9.4 TE1327 ORFIO,

1 TE219 ORF3,3 TE1030 ORF6,3 TE1049 ORF2,3 TE1152 ORF4,2 T

Cluster 29 5672 ORF2,5 TE1837 ORF2,4 TE1290 ORF6.4 TE1327 ORFI4 TEI3
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96_ORF1*,
1_TE275 ORF2*3 TE1030 ORFS8,3 TE1045 ORFS8,3 TE1049 ORF3,2_

Cluster 32 | TE662 ORF1,5 TE1733_ORF8,5 TE1806 ORF8,4 TE1290 ORF9,4 TEl
327 ORF2,

Cluster 41 |5 TE1788 ORF3*,5 TE1808 ORF2,

Tabul'ka 5.4: Popis 10 vybranych identifikovanych zhlukov konzervovanych extra ORF identifikovanych
v genoéme A. thaliana. Identifikatory su vo formate <fasta id sekvencie> TE<poradové ¢islo vo vystupe
LTR harvest> ORF<poradové ¢islo vo vystupe ORF Finder>. Hviezdicka oznacuje LTR
retrotranspozon, ktory bol pri zhlukovani zvoleny za reprezentanta zhluku. V tomto pripade fasta id
sekvencie oznacuje chromozom, z ktorého pochddza dany LTR retrotranspozon.

V jednotlivych zhlukoch sa nachadzaju LTR retrotranspozony z rovnakych aj odlisnych
chromozomov (prvé Cislo v identifikatore v tomto pripade oznacuje chromozém). Nasleduji
dve ukazky globalneho zarovnania dvoch vybranych extra ORF z jednotlivych zhlukov
(ORF2 1 TE376 a ORF2 4 TE1525, ORF10 3 TE1049 a ORF10 4 TE1327). Identita
zarovnania u prvého paru dosahuje 98%, u druhého paru sice iba 46,5%, ale je mozné vidiet,
ze od istej pozicie su tieto dve ORF takmer totozné. Podarilo sa teda skutocne identifikovat’
konzervované extra ORF.

Prva zarovnana dvojica:

1  MHIHLMYMPITGRSHSQKQTHRAHFCNRSKSFIIIHAFFLTITQDYQTSF 50
FEEEEEEE e et e e e e e et e e e et et

1  MHIHLMYMPITGRSHSQKQTHRAHFCNRSKSFIIIHAFFLTITQDYQTSF 50

51 ISLYRPIRSILDFVYPFVAKSPLSWRQIYNREGLINSQREFNLSRHSLSPS 100
FEEEEEEr e e et e et e e e et e e e e e e

51 ISLYRPIRSILDEFVYPFVAKSPLSWRQIYNREGLINSQRENLSRHSLSPS 100

101 FVNHSLVVSCWFHSSSDSCEKSLVRRSESMAIHVFLNWIQRGGRSLRGNR 150
FEETEEEEEE et e et e e et e e et et et

101 FVNHSLVVSCWFHSSSNSCEKSLVRRSESMAIHVFLNWIQRGGRSLRGNR 150

151 FNTHSIGDKILQLHRFLCLARTTSKLYWRRCCR 183
FEETEEEEEE e e e e

151 FNTHSIGDKILQLHRFLCLARTTSKLYWRRCCR 183

Druhéa zarovnana dvojica (zaciatok zarovnania som vynechal):

251 RDSKFTSAFWRAFQGEMGTKVQMSTAYHPQTDGQSERTIQTLEDMLRMCV 300
LRt et et e el

1 e MGTKLQMSTAYHPQTDGQSERT IQTLEDMLRMCV 34

301 LDRGGHWADHLSLVEFAYNNSYQASIRMAPFEALYGRPCRTPLCWTQVGE 350
R e e RN

35 LDWGGHWADHLSLVEFAYNNNYHASIGMAPFEALYGRPCRTPLCWTQVGE 84
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351 RSIYGADYVLETTERIRVLKLNMKEAQDRQRSYADKRRRELEFEVGDRVY 400
FEEEEErr = er e bt r e e e e e bl

85 RSIYGADYVQESTERIRVLKLNIKEAQDRQRSYVDKRRRELEFEVGNRVY 134
401 LKMAMLRGPNRSISETKLTPRYMGPFRIVERVGPVAYRLELPDVMRAFHK 450
A R A N R R R
135 LKMAMLQCPNRSISETKVSPRYMGPFRIVERVGPVAYRLQLPDVMRAFHK 184
451 VFHVSMLRKCLHKDDEVLAKILEDLQPNMTLEARPVRILERRIKELRRKK 500
FEEEEEErrr ettt ettt ettt rrrrrd
185 VFHVSMLRKCLHKDDEVLAKIPKDLQPNMTLEARPVRVLERRIKELRRKK 234
501 IPLIKVLWNCDGVTEETWEPEARMKASFKKWFEKQVAA 538
RN R e R RN
235 IPLIKVLWDCDGVTEETWEPDARMKARFKKCEFEKQVAA 272
o At ,
5.3 VyhPadavanie tandemovych repeticii

V tomto experimente som skumal tandemové repeticie vnutri LTR retrotranspozonov.
Dohromady nastroj v LTR retrotranspozonoch v genome A. thaliana identifikoval 1591
tandemovych repeticii. Vac¢Sina LTR retrotranspozénov (1416, 69,24%) neobsahovala ziadnu
tandemovu repeticiu. VSetky udaje o experimente sa nachddzaju v tabulke 5.5 a v grafe
na obrdzku 5.4.

, Pocet tandemovych repeticii voutri LTR
Chromozém ]
retrotranspozonov

305
341
391
289
265
1591

N | B W N =

Tabulka 5.5: Pocty tandemovych repeticii identifikovanych v LTR retrotranspozénoch nachadzajtcich sa
v jednotlivych chromozdémoch 4. thaliana.

5.4 Identifikacia konzervovanych tandemovych repeticii

Po identifikovani vSetkych tandemovych repeticii vnutri LTR retrotranspozonov v gendéme
A. thaliana nasleduje experiment zist'ujuci, ¢i st niektoré z nich konzervované, teda ¢i
sa vyskytuju vo viac, nez jednom LTR retrotranspozéne. Zhlukovanie RT domén (pomocou
CD-HIT) som vykonal s prahom podobnosti 0,4 a nasledné zhlukovanie potencidlne
konzervovanych tandemovych repeticii (pomocou CD-HIT-EST) som vykonal s prahom
podobnosti  0,8. Nastroj v celom genome identifikoval 10 zhlukov konzervovanych
tandemovych repeticii. Dve dvojice z dvoch vybranych zhlukov som zarovnal pomocou
lokalneho zarovnania. Prva dvojica je 100% zhodna, druha dvojica dosiahla skére zarovnania
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96,3%. Podarilo sa teda identifikovat’ aj konzervované tandemové repeticie. Nasleduju ukazky

zarovnania:

Zarovnanie tandemovych repeticii 4 TE1290:529:555:6 a3 TE1152:1439:1465:6

1 TCGTGGTCGTGGTCGTGGTCGTGGTCG 27

FEEEEErrr et
1 TCGTGGTCGTGGTCGTGGTCGTGGTCG 27

Zarovnanie tandemovych repeticii 4 TE1414:4707:4815:29 a3 TE970:4764:4950:29

1 CGAGCTGACTAAAGTCATAACACGTGAGGCGAGCTGACTAAAGTCATAAC 50
NERRARR RN RN R R R R RN R RN RR RN EE
21 CGAGCTGACTAAAGTCATAACATGTGCGGCGAGCTGACTAAGGTCATAAC 70
51 ACGTGAGGCGAGCTGACTAAAGTCATAACACGTGAGGCGAGCTGACTAAA 100
NN R RN RN RN RN NN RN RRRNRRRNREEEE
71 ACGTGAGGCGAGCTGACTAAGGTCATAACACGTGAGGCGAGCTGACTAAA 120
101 GTCATAACA 109
NRRRERRN
121 GTCATAACA 129
A. thaliana
1600
1416
1400
3
< 1200
‘O
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©
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g 600
fr
|
% 400 317
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o 200 l 138 5g
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0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10+

Pocet tandemovych repeticii vnitri LTR retrotranspozénu

Obrazok 5.4: Histogram poctu tandemovych repeticii vnutri identifikovanych LTR retrotranspozénov
v genome A. thaliana. Vécsina LTR retrotranspozonov neobsahuje Ziadnu tandemovu repeticiu.
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6 Z.aver

V tejto diplomovej praci som sa zaoberal transpozénmi, mobilnymi sekvenciami DNA.
Transpozény su pritomné u takmer vSetkych organizmov a Casto tvoria vyraznu cast' ich
genomu (jednotky az vysoké desiatky percent). Vdaka svojej schopnosti kopirovat
sa a pohybovat’ sa v rdmci gendmu mozu sposobit’ v DNA vyrazné zmeny a a ich aktivita je
jednou z hlavnych pricin narastania velkosti genému u mnohych organizmov, hlavne rastlin.

V texte som popisal rozdelenie transpozonov do skupin podla mechanizmu, ktorym
sa pohybuju a podla ich strukturnych charakteristik, a podrobnejs$ie som opisal niektoré dolezité
rodiny. Dalej som sa hlbsie venoval $truktirnym rysom transpozonov, a to jednak tym, ktoré ich
definujt a st nevyhnutné pre ich existenciu, a nasledne tym, ktoré sa povazuju za pridavné a ich
funkcia a vznik Casto eSte nie su uspokojivo objasnené. Popis Struktury a mechanizmu
transpozicie som ilustroval obrazkami.

Nasledne som vytvoril prehlad dostupnych a casto pouzivanych bioinformatickych
nastrojov umoziujucich identifikaciu a anotaciu transpozonov v sekvenciach DNA. Nastroje
som rozdelil podla pristupu, ktory na identifikaciu pouzivaju a popisal som hlavné klady
a zapory jednotlivych pristupov. Potom som vybral niektoré konkrétne programy a podrobnejsie
popisal ich funkciu, motivaciu a implementaciu pouzitych metod.

Na zéklade nadobutnutych znalosti som implementoval novy bioinformaticky ndastroj
zamerany na vyhladavanie a anoticiu extra ORF a tandemovych repeticii v LTR
retrotranspozonoch. Nastroj je taktiez schopny vyhladat’ konzervované extra ORF a tandemové
repeticie. Vystupom nastroja s aj informacie o proteinovych doménach identifikovanych
vo vSetkych ORF vyskytujacich sa v ndjdenych LTR retrotranspozénoch, a taktiez zoznam
vSetkych proteinovych domén identifikovanych v jednotlivych LTR retrotranspozoénoch.

Najvacsim prinosom implementovaného nastroja voci doterajSiemu stavu v tejto oblasti je
to, Ze dokaze vyhladat’ konzervované extra ORF a tandemové repeticie. Tato funkcionalita je
zaujimava, pretoze prave tieto Struktiry st stdle predmetom aktivneho vyskumu a ich funkcia
nie je zatial’ plne vysvetlend. Vo faze prieskumu existujlicich nastrojov som nenaSiel ziadny
s touto funkcionalitou.

Co sa tyka d’alsicho vyvoja nastroja, bolo by prinosné skombinovat’ pri vyhl'adavani LTR
retrotranspozonov vystupy viacerych bioinformatickych nastrojov, ktoré by sa navzajom
doplnali. Dalej by bolo mozné pridat’ schopnost’ anotacie d’alsich relativne malo preskamanych
pridavnych Struktar pritomnych v LTR retrotranspozénoch, ako napriklad miRNA, alebo
triplexova, ¢i kvadruplexova DNA.
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Priloha 1 — popis parametrov a vystupov
pouzitych nastrojov

Parametre nastroja ORF Finder
Parametre, ktoré su nastavené napevno (nesmu sa zadavat’ do params . txt), st nasledujtce.

-out <File Out>: cesta ku vystupnému suboru, napevno nastavena na ,,ORF.out™,
povodny vystup ORF Finderu sa teda po kazdom behu nastroja bude nachadzat’ v tomto
subore.

-in <File In>: cesta ku vstupnému stiboru; pouzije sa vstupny subor pre cely nastroj,
$pecifikovany na prikazovom riadku pri spusteni skriptu dp.py.

-outfmt <Integer>: format vystupného suboru, vzdy nastaveny na hodnotu ,,0“, ¢o znaci
fasta subor s proteinovymi sekvenciami najdenych ¢itacich ramcov.

-b <Integer>: index pociatocnej pozicie vo vstupnej sekvencii, od ktorej sa ma
vyhl'adavat’; pouZzije sa implicitnd hodnota ,,1%.

Volite'né parametre, ktoré je mozné uviest’ do stiboru params.txt.

-e <Integer>: index konecnej pozicie vo vstupnej sekvencii, do ktorej sa ma
vyhl'adavat’; pouZzije sa implicitnd hodnota ,,0“, ¢o znamena ,,az do konca sekvencie®.

-¢ <Boolean>: udava cirkularitu sekvencie; pouzije sa implicitna hodnota ,,false®.

-g <Integer>: Specifikuje geneticky kod; pouZzije sa implicitnd hodnota ,,1“, ktora
oznacuje Standardny kod.

« -s <Integer>: $pecifikuje pouzity Start kodon; pouZzije sa implicitna hodnota ,,1%, ktora
oznacuje ,,ATG* a alternativne Start kodony.

Format vystupneho suboru programu ORF Finder

ORF Finder uklada identifikované ORF v subore formatu fasta s proteinovymi sekvenciami.
Identifikatory tychto sekvencii obsahuju pdvodny identifikdtor DNA sekvencie, v ktorej
sa vyhl'adavalo, a tiez d’alSie udaje, ktoré uvediem na priklade.

Povedzme, ze vyhladavame ORF v DNA sekvencii s identifikatorom ,,RLX 56183.
Identifikator prvého najdeného ORF v tejto sekvencii moze vyzerat nasledovne.

>1c1|ORF1_RLX_56183:2507:2148 unnamed protein product
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« Retazec,,Icl| neobsahuje Ziadnu informaciu
Retazec ,,ORF1“ oznacuje, Ze tato sekvencia je v poradi prvym ORF identifikovanym
v DNA sekvencii. Tato polozka ma format obsahujuci retazec ,,ORF“, nasledovany
poradovym c¢islom tohoto ORF. Od nasledujtcej polozky je oddelend znakom ,, .
Retazec ,,RLX 56183 oznacuje identifikator DNA sekvencie, v ktorej sa vyhl'adavalo.
Od nasledujtcej polozky je oddeleny dvojbodkou.
Nasledujuce dve cisla oddelené dvojbodkou, ,,2507:2148%, oznacuju poziciu zaciatku
a konca ORF v DNA sekvencii. Pripad, v ktorom index zaciatku ORF je vicsi, nez
index konca ORF, zna¢i, Ze dany ORF sa nachadza v opa¢nom ,,-*“ vlakne DNA.
Retazec ,,unnamed protein product® bude v tomto néstroji vzdy pritomny v tejto podobe
a neobsahuje ziadnu uzito¢nu informaciu. Na jeho mieste by sa nachadzala identifikacia
kédujucej sekvencie potencialne pritomnej v identifikovanom ORF. Toto vSak bude
nastroj skiimat’ v inom kroku, preto nas to na tomto mieste nezaujima.

Nasleduje ukézka ORF identifikovan¢ho na poziciach 7932-9332 v  sekvencii
RLX 56086 Arabidopsis:

>1c1|ORF2_RLX_56086_ Arabidopsis:7932:9332

MKLVKTQIHSVSSSAPNIDRILEESRNTPFTKRISETTMSNLGKFKIDSYNGSTDPKCHIKSFVISVARA
RFKPGEKDAGLFLLFVEHLKGPALEWFSRLEQNSIDSFDELSTLFLKQYSVLINPGTSDADLWSLSQQPT
EPLRDFLTTFKSTLAKVEGFTDVAALSALKKALWYKSEFRKELNLSKRTTIRDALHQASDFVAHEEEMAL
LAKRHEPTKQAPRAEKTEKAQATPPVQKKTRESGTYTHHEGRNFSGYHNYQIDTPRGRGRGRGRGRGRGR
ESFTWTRDQPPSNDQEYCEHHKIFGHHTSRCQSLGARLATKFLAGELGTNVNLKDLEPEPEPEQTNPGRD
PEPRNQESQKRTRGSEDKDRDGTRQKVLTIMGGSPYCPDTVAAIKAYQRRAETPSNWTRRFDRPNDVITF
EESETNGLDMPHNDPIVVTLAIGDHDIYQVLIDTGSTIDVIFRETL

Parametre nastroja Tandem Repeats Finder

Vaha zhody (match weight): jedina povolena hodnota je 2.
Viha nezhody (mismatch weight): povolené¢ hodnoty st 3, 5 a 7; hodnota 3 znaci
vyssiu toleranciu ku nezhode pri zarovnani, hodnota 7 znaci niz$iu toleranciu.

« Vaha inzercie a delécie (indel weight): vyznam a rozsah totozny s vahou nezhody.

« Pravdepodobnost’ zhody (match probability) <Integer>: urCuje priemerné percento
zhody nukleotidov medzi jednotlivymi monomérmi satelitu; rozsah 0-100.
Pravdepodobnost’ inzercie a delécie (indel probability) <Integer>: uréuj priemerné
percento inzercii a delécii medzi jednotlivymi monomérmi satelitu; rozsah 0-100.

Prah skére zarovnania (minimum alignment score) <Integer>: ¢islo v rozsahu 0-100;
skore zarovnania identifikovanej repeticie musi byt’ vyssie, nez udana hodnota.
Maximalna dizka periédy (maximum period size) <Integer>: udiva maximalnu dizku
periody repeticie, ktora bude nahlasena, povoleny rozsah je 1-2000.

- -ngs: zapnutie kompaktnejSicho formatu vystupu, vhodného pre vstupné subory
obsahujuce velké mnozstvo sekvencii. Vystup programu Tandem Repeats Finder je
v tomto pripade implicitne smerovany na Standardny vystup a nastroj ho presmeruje
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do suboru ,,TRF.out”. Tento prepina¢ uzivatel nemusi zadavat' (a naopak, nemoze ho
nezadat); ked’Ze je jeho pouzitie pre nastroj nutné kvoli spractivaniu vystupu Tandem
Repeats Findera prave v tomto formate, je v zdrojovom kdéde napevno pridany
za uzivatel'om Specifikovany retazec parametrov.

Uzivatel moze Specifikovat’ nasledujuce nepovinné parametre. Pre samotny beh nastroja nie je
potrebny ani jeden z nich, ale je mozné ich vyuzit, pokial ich uzivatel potrebuje na iné analyzy:

« -m: vytvorenie kopie vstupného siboru s DNA sekvenciou, v ktorej je kazdy nukleotid,
ktory sa vyskytol v tandemovej repeticii, zmeneny na pismeno ,,N*; ndstroj umoziuje
tento prepina¢ pouzit, pokial ho uzivatel' potrebuje na d’alSie analyzy, avSak jeho
vystup sa d’alej nepouziva.

- -f: lemujtica sekvencia (flanking sequence); tento prepina¢ zapne zaznamenanie 500
nukleotidov, nachddzajicich sa tesne pred zaciatkom tandemovej repeticie, a 500
nukleotidov, nachadzajticich sa priamo za koncom tandemovej repeticie, do suboru
so zarovnanim (alignment file).

« -d: (data file), vytvori textovy subor, ktory obsahuje rovnaké informacie a v rovnakom
poradi, ako tabulkovy subor, a navySe obsahuje sekvencie konsenzualneho monoméru
a celu sekvenciu tandemovej repeticie. Tento sibor neobsahuje ziadne popisy a je
vhodny predovsetkym na d’alSie automatizované spracovanie uzivatel'skymi skriptami;
nastroj tento subor nevyuziva a nepotrebuje, takZe uvedenie tohoto prepinaca je na
vlastnej iniciative uzivatela.

« -h: vypnutie vystupu vo formate html (suppress html output); bez uvedenia tohoto
prepinaca Tandem Repeats Finder vytvori vystup vo formate html stranok, ktoré je
mozné prezerat’ vo webovom prehliadaci. Pre beh nastroja html vystup nie je potrebny,
takze tento prepinaC by v pripade, ze uzivatel html vystup nepotrebuje pre dalSie
analyzy, mal ostat’ zapnuty (v pripade vstupného suboru s vel’kym mnozstvom DNA
sekvencii moze byt vytvorené vel'mi vel’ké mnozstvo jednotlivych html siborov).

« -r: vypnutie elimindcie redundantnych vysledkov (no redundancy elimination).
Pre nastroj je vhodnejSie tento prepina¢ nepouzit, pretoze eliminacia redundantnych
vysledkov Standardne prinesie kvalitnejsi vystup.

. -l <Integer>: najvicsia o¢akavana diZka tandemovej repeticie, v miliénoch bp.

Format vystupného suboru programu Tandem Repeats
Finder

Tandem Repeats Finder pri pouziti prepinaca ,,-ngs“ produkuje vystup vo vlastnom
Specifickom formate. Sled najdenych tandemovych repeticii v kazdej zo vstupnych sekvencii je
uvedeny povodnym identifikitorom tejto sekvencie, predchadzanym znakom @,
na samostatnom riadku (napr. sled tandemovych repeticii, identifikovanych v sekvencii
s identifikdtorom ,,RLX 56183“, bude uvedeny riadkom ,@RLX 56183%). Po tomto
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identifikatore nasledujii zaznamy o jednotlivych tandemovych repeticiach najdenych v tejto
sekvencii. Zaznam pre jednu tandemovu repeticiu sa nachddza na jednom riadku a obsahuje
nasledujice polozky, v tomto poradi, oddelené jednou medzerou. Na konci kazdej odrazky
uvadzam datovy typ zdznamu.

+ Index zaciatku satelitu v povodnej sekvencii; <integer>.

+ Index konca satelitu v povodnej sekvencii; <integer>.

. Dika periody (monoméru) satelitu v poéte parov bazi; <integer>.

«  Pocet opakovani monoméru zarovnanych s konsenzualnou sekvenciou; <float>.

. Dirka konsenzualnej sekvencie; nemusi byt totozna s dizkou periédy, ale v drvivej
vacsine pripadov je totozna; <integer>.

«  Percento zhod nukleotidov medzi jednotlivymi monomérmi satelitu; <integer>.

«  Percento inzercii a delécii medzi jednotlivymi monomérmi satelitu; <integer>.

«  Skore zarovnania, v rozsahu 0-100; <integer>.

«  Kolko percent sekvencie satelitu tvori nukleotid A; <integer>.

«  Kolko percent sekvencie satelitu tvori nukleotid C; <integer>.

«  Kolko percent sekvencie satelitu tvori nukleotid G; <integer>.

«  Kolko percent sekvencie satelitu tvori nukleotid T; <integer>.

+  Entropia zaloZena na percentudlnom pomere jednotlivych nukleotidov; <float>.

- Konsenzualna sekvencia monoméru; <string>.

«  Celkova sekvencia identifikovaného satelitu; <string>.

. Sekvencia o dizke 50bp priamo predchadzajuca satelit; <string>.

. Sekvencia o dizke 50bp priamo nasledujuca satelit; <string>.

Nasleduje ukazka zdznamu o jednej identifikovanej tandemovej repeticii z vystupného suboru
programu Tandem Repeats Finder:

14542 14635 21 4.5 21 78 © 89 12 43 22 21 1.86 CCGCCTCGGCAATCCTGGCAT
CCGCCTCGGCAATCTTGGCCTCAGCCTCGGCACTCTTGGCATCCGCCTCGACTATCCTGGCATCGGCCTC
AGCAATCCTGACCTCCGCCTCGGC
CAACGCTTCGGCTTTCCGCCTGGCCTCATCTGCCTCGGCAATTTTGGTCG
TCGAGAAGTCTCGTATTTCCGATTCGAAGAGTCGTAGGCTCGAACCATGC

Parametre nastroja blastp pre identifikaciu proteinovych
domén

Program blastp pri identifikdcii proteinovych domén LTR retrotranspozonov nastroj spusta
s nasledujucimi parametrami.

+ -query: Specifikuje vstupny stibor obsahujici proteinové sekvencie, v ktorych chceme
identifikovat’ domény. Hodnota parametra je nastavend na ,,ORF.out®
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« -max_target_seqs: urcuje pocet vratenych vysledkov identifikdcie proteinovych
domén. Tie st zoradené podla podobnosti od najvyssej po najnizsSiu. Hodnota tohoto
parametra je napevno nastavena na ,,1%, pretoze nas zaujima iba doména s najvyssou
podobnostou.

« -outfmt: format vystupného stiboru. Hodnota tohoto parametra je nastavena na hodnotu
7 stitle evalue®. Hodnota 7 urCuje tabulkovy format vystupu, subjekty ,,stitle®
a ,evalue* uréuju dva stipce, ktoré ndstroj potrebuje - ,.stitle oznauje retazec
obsahujuci slovny popis identifikovanej proteinovej domény, ,.evalue“ hodnotu
pravdepodobnosti vyskytu takéhoto zarovnania v nahodnej sekvencii.

« -db: Specifikuje databazu, v ktorej sa md vyhl'adavat. Hodnota tohoto parametra je
nastavena na ,,Cores/cores-database*.

«  Vystup je operatorom ,,>* presmerovany do suboru ,,BLASTPdomains.out®

Format vystupneho suboru s proteinovymi doménami

Program BLASTp pri rozpoznavani proteinovych domén v ORF produkuje textovy vystup,
v ktorom zaznam pre jeden ORF ma nasledujicu podobu (po jednotlivych riadkoch).

«  Riadok obsahujuci identifikaciu pouzitého programu a jeho verziu.

« Identifikator vstupnej sekvencie prebraty zo vstupného suboru ORF.out.

+ Identifikacia pouzitej databazy, v naSom pripade Cores/cores-database.

+ Nasledujtci riadok sa liSi podla toho, ¢i bola identifikovana zhoda s proteinovou
sekvenciou v databaze, alebo nie. V pripade, Ze nie, obsahuje riadok retazec ,.# 0 hits
found* a konc¢i sa nim zaznam o jednom ORF. V pripade, ze ano, obsahuje riadok nazvy
stipcov, ktoré sa buda nachadzat’ v zazname o identifikovanej proteinovej doméne.

«  Pocet najdenych vysledkov.

. Zéaznam o identifikovanej proteinovej doméne, rozdeleny znakom tabulator na stipce
$pecifikované o dva riadky vyssie.

Nasleduje priklad zdznamu z identifikécie proteinovej domény v ORF Ccislo 3 v sekvencii
RLG 48181 Zea:

# BLASTP 2.6.0+

# Query: 1cl|ORF3_RLG_48181 Zea:4989:6164

# Database: Cores/cores-database

# Fields: query acc.ver, subject acc.ver, % identity, alignment
length, mismatches, gap opens, q. start, q. end, s. start, s. end,
evalue, bit score

# 1 hits found

1c1|ORF3_RLG_48181 Zea:4989:6164 RT_RIRE2 71.111 225 65 © 45 269
1 225 8.44e-122 348
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Format vystupného stiboru programu LTR harvest

Vystupny subor programu LTR_harvest spracuvany nastrojom ma tabulkovy format, kde
sa zaznam o kazdom identifikovanom LTR retrotranspozone nachadza na samostatnom riadku.
Na zaciatku suboru sa nachadzaju riadky s komentarom, ktoré zacinaju znakom ,#“. Zaznam
0 jednom LTR retrotranspozéne ma nasledujici format:

+ index zaciatku LTR retrotranspozénu, <integer>

+ index konca LTR retrotranspozonu, <integer>

. dizka identifikovaného LTR retrotranspozéonu, <integer>

- index zaciatku l'avej sekvencie LTR, <integer>

- index konca l'avej sekvencie LTR, <integer>

. dizka lavej sekvencie LTR, <integer>

- index zaciatku pravej sekvencie LTR, <integer>

- index konca pravej sekvencie LTR, <integer>

. dizka pravej sekvencie LTR, <integer>

- similarita LTR (percento zhodnych nukleotidov medzi pravou a lavou sekvenciou
LTR), <float>

- Cislo sekvencie, v ktorej bol LTR retrotranspozon identifikovany (0-based index
oznacujuci jednotlivé identifikatory vo vstupnom subore), <integer>

Jednotlivé polozky v zdzname o jednom LTR retrotranspozone st oddelené dvoma medzerami.
Nasleduje priklad jedného zdznamu:

7332 12194 4863 7332 8556 1225 10969 12194 1226 99.59 9
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Priloha 2 — Specifikacia vystupného formatu nastroja
Specifikacia formatu BED

Suborovy format BED (Browser Extensible Data) je jednym zo zakladnych formatov urenych
na ukladanie bioinformatickych anota¢nych dat. Kazdy riadok obsahuje zdznam o jednom ryse.
Jednotlivé riadky maju 3 povinné a d’alsich 9 nepovinnych stipcov. Podet stipcov na riadkoch
musi byt v ramci jedného suboru konzistentny (napriklad nie je mozné, aby jeden riadok
obsahoval 3 stipce, a dalsi 5). Jednotlivé stipce musia byt oddelené tabulatorom. Poradie
povinnych a nepovinnych stipcov je zavizné a v poradi vyssie stipce je mozné pouzit' iba
v pripade, e si pouzité vietky v poradi nizsie stipce. Stborovy format BED obsahuje
nasledujiice povinné stipce:

chrom: nazov chromozému alebo sekvencie, v ktorej bola dand Struktira
identifikovana.

« chromStart: index zaciatku Struktiry v danej sekvencii, 0-based.
ChromEnd: index konca Struktiry v danej sekvencii (v skuto€nosti index prvého
nukleotidu nasledujuceho priamo po konci danej Struktiry). Priklad — prvych 100 bazi
chromozému sa zapiSe ako chromStart=0, chromEnd = 100.

A nasledujiice nepovinné stipce:

« name: definuje nazov riadku. Moj nastroj v tejto polozke uvadza typ Struktary (orf,
satellite, transposon).
score: hodnota skore danej Struktary. Format BED ocakava tuto hodnotu v rozsahu
0-1000 a podrla nej prirad'uje danej Struktire farebnii hodnotu pri vizualizacii stiboru.
Moj nastroj do tejto polozky vklada hodnotu skore podla vystupu konkrétneho
bioinformatického nastroja, ktory Strukturu identifikoval. ORF Finder ani
LTR_harvest Ziadne skore neposkytuju, takze zaznamy ORF a Transposon maju tento
stipec nastaveny na hodnotu ,,0. Tandem Repeats Finder poskytuje hodnotu skore.
strand: definuje vldkno, na ktorom bola dand Struktira identifikovana. Pripustné

13

hodnoty su ,,.” (nedefinované vlakno), ,,+* a ,,-“.

Dalsie nepovinné stlpce nastroj nevyuziva.

Specifikacia formatu GFF

Suborovy format GFF (General Feature Format) je d’al§im z najcastejSie pouzivanych formatov
pre ukladanie bioinformatickych anota¢nych dat. Zaznam pre jednu anotovanu Strukturu
sa nachadza na jednom riadku. Zaznam na jednom riadku je rozdeleny na 9 povinnych stipcov.
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Tie su oddelené znakom tabulator. V pripade, Ze idaj pre nejaky stipec nie je dostupny, uvedie
sa namiesto neho hodnota ,,.*. Format GFF pouZiva nasledujuce stipce:

- seqname: nazov sekvencie (chromozom, scaffold), v ktorej bola dand Struktura
identifikovana.

« source: nazov programu, ktory danu Strukturu identifikoval (v tomto nastroji
ORFFinder, Tandem Repeats Finder, alebo LTR_harvest).

- feature: typ Struktury (orf, satellite, transposon).

- start: index zaciatku Struktary v sekvencii (1-based).

+ end: index konca Struktury v sekvencii.

« score: pouzije sa hodnota skére z jednotlivych pouZzitych nastrojov (iba Tandem
Repeats Finder). ORF Finder ani LTR_harvest skére neudédva, takze pre zaznamy
typu ,,orf* a ,transposon‘ sa uvedie v tomto stipci e

« strand: vlakno, ,,+* alebo ,,-*.

« frame: indikuje posun ¢itaciecho rdmca voci zaCiatku Struktary. Pripustné hodnoty st
,0° (prva baza struktiry je prvou bazou kodéonu), ,,1° (druha baza Struktiry je prvou
bazou kodonu) a ,,2%( tretia baza Struktury je prvou bazou kodonu). V struktarach, ktoré
nastroj anotuje, je toto pole nepouzitel'né, takze obsahuje vzdy hodnotu ,,.“.

- attribute: zoznam parov vlastnost-hodnota vlastnosti oddelenych bodkoc¢iarkami. Pre
zdznamy typu ,,orf* nastroj do tohto stipca uvedie nazov identifikovanej domény,
e-value a rodinu (napriklad: domain=GAG; evalue=4.01e-155; family=Athila4-1;). Pre
zdznamy typu ,transposon® nastroj do tohto stipca uvedie zoznam identifikovanych
proteinovych domén (napriklad: GAG=1.07e-31; RNaseH=1.54¢-39; INT=2.39¢-64;
RT=3.52e-58; AP==8.34e-34;). V pripade, ze v ORF nebola identifikovana Zziadna
proteinova doména, nastroj do tohto stipca uvedie retazec ,,domain=none“. V pripade,
ze v LTR retrotranspozone neboli identifikované ziadne proteinové domény, nastroj
do tohto stipca uvedie ret'azec ,,domains=none*.
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Priloha 3 — obsah CD a navod na sprevadzkovanie
nastroja

Obsah CD

Cores/ - zlozka so sekvenciami proteinovych domén
suffixerator/ - prazdna zlozka, ktorti pouziva LTR_harvest
genomes/ - zloZka obsahujuca testovaci geném

diagram/ - zlozka obsahujtca diagram nastroja vo formate png
bedtools-2.25.0.tar - archiv s bioinformatickym balikom bedtools
genometools-1.5.9.tar - archiv s bioinformatickym balikom genometools

ncbi-blast-2.6.0+-x64-linux.tar - archiv s bioinformatickym balikom BLAST

cdhit-master.zip - archiv s bioinformatickym balikom CD-HIT
ORFfinder - spustitel’'na verzia nastroja ORF Finder
trf409.linux64 - spustitel'na verzia nastroja Tandem Repeats Finder
params.txt - textovy subor obsahujuci parametre pouzitych nastrojov
zdrojové kédy nastroja -dp.py, runCommands.py, createOutput.py,

func.py, parsers.py, classes.py

Navod na sprevadzkovanie nastroja

Najprv je potrebné rozbalit' archivy bedtools-2.25.0.tar, genometools-1.5.9.tar, ncbi-blast-
2.6.0+-x64-linux.tar a cdhit-master.zip. Nasledne je mozné nastroj spustit, napriklad pomocou
prikazu ,,python dp.py -1 genomes/TAIR10_chr_all.fasta -outfmt gff -o
TAIR10_annotations -outfeat all -ctnt 0.8 -ctaa 0.4 -et 0.001 -mc 3“
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