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A genetikai kéd kdzel univerzalis (aprobb eltérések azért vannak egyes mikroorganizmusokban, mitokondriumokban, stb.)

A TGA iddnként nem Stop—ot, hanem szelenociszteint (Sec) kédol (21. aminosav!)



DNS-szekvenciak 0sszeszerelése

» cDNS szekvenalasanal 200-500 bazis hosszu darabokat kapunk (egy menetben ekkorat lehet szekvenalni, Gjabban a
max. 1000-et is)

» Szekvendalasi hibak: kb. 5% (hibas bazisok; kimaradt/tévesen beszurt bazisok: n. fantom INDEL-ek)

» Emiatt mindkét szalat tobbszor meg kell szekvenalni a megbizhatésag végett

« A teljes szekvenciat a darabokbol kell 6sszeszerelni és konszenzust konstrualni:

AACCGTTTACGAAACCAGGTGC
AACCGTTTACGAAACCAGGTGCGCGCCCGCGGGAAT
AACCGTTTACGAACCCAGGTGC
(konszenzus:) AACCGTTTACGAAaCCAGGTGCGCGCGCGCGGGAATCCTAAAAA
CGCGCGCGCGGGAATCCTAAAAA
TGCGCGCGCEGGGAATCCTAAAAA
Kisbetdk: kisebb megbizhatésag

» Osszeszerelés: kulonféle programokkal TPGR Assembler

Génvadaszati forgatokonyv

1. Kiszlrni a repetitiv elemeket (kideril, hol nem lehetnek a szabalyozé és kodolo régiok

2.Hasonlosagi keresést végezni az ismert szekvencidk adatbazisain

3. Megvizsgalni a kodongyakorisagok eltolodasait (a fehérjekddold régidk legegyértelmibb jele)

4. Funkcionalis helyeket (iniciacio, terminacio, exon—intron hatéarok, promoterek, stb.) keresni az ismert
szekvenciamintazatok alapjan

5. A fenti Iépésekbdl nyert informaciot egységes képbe foglalni, konszenzusos képet kialakitani

Fontos:

* A legtdbb program specifikus valamely fajra vagy éldlénycsoportra
« A programokat a megfeleld kontextusban kell hasznalni (pl. exon—intron hatart ne keressiink cDNS-ben)

A repetitiv elemek kiszOrése

* Repetitiv elemek: révid (vagy hosszabb) ismétlddd szekvenciadarabok

 Eukariota genomok jelentds részét teszik ki

* "Interspersed" repeat: a genomban elszérva taldlhatéak, tobbnyire transzpozéabilis elemek (pl. transzpozonok)
inaktivalodott kopiai

« Szamos csaladjuk van, adatbazidRkpBase

« Minden DNS-elemzés elbtt ki kell szirni ezeket a szekvenciabdl, mert minden elemz&programot megzavarnanak.

« Jelentdsége: megmutatja, hol nem lehetnek szabalyoz6 és kddol6 régiok

« Programok erre: pCensorRepeatMasker: a RepBase vagy hasonlé adatbazis alapjan szlrnek

« PI. Censor futtatas eredménye:

Bemend szekvencia: human kreatin kindz génjének részlete

>HUMCKMM1
ggatccttcctecttggectcccaaagtgctgggattacaggtgtgagecactgcacctg
gcctattaccettctcaggcetctggagtccatecttctgetctgtetcectcagttcaat
tgtttittgtitttgtittittittagacacagtctcgcetetgtcaccaaggctggagt
gcagcagtgcgatcacagctcaccgcagcctcacctcccaggctcaagtgatcctcecat
ctcggcctctgagtagetgagactataggtgtgtccacatgtecggctaatttttgtatt
tttagtagagacagggtttcaccgcgttggccagggtggtcttgaactcctgagctcaag
caatcctcctgectcagcctecttgttitgatttitagatcccacaaataacttgtgatg
tttgtctttctatacctggttcatttaacattttctttttcttttcttttcttttttttt
ttttttgtgagactgagtcttgctetgtcactcaggctggagggceaatggtgcatctcag
ctcactgcaacctccacctectaggttcaagcaattcttatgcctcagectectggetag
ctgggattacaggcgtgtgtcaccatgccaggctaatttitgtacttttagtagagatgg
ggtttcaccatgttggccaggctggtcttgaactcctggectcaagtgatccacccgect
ccgcctetgectcccaaagtgctgggattacgggectgagecactgtgeccggeccatct
aacattttcactgtcaatcacaatgggattaaaactcctcccacagceccctagggacca



http://www.tigr.org/softlab/assembler/
http://www.girinst.org/
http://www.girinst.org/
http://repeatmasker.genome.washington.edu/

CENSOR futtatas eredménye:
Megtalalt repetitiv elemek:

kezdet végq elem neve

humckmm1 2 63 Alu-Jb 1 62c

humckmm1 67 119 L1IMA2 697 751c
humckmm1 138 382 Alu-Jb 42 290c
humckmm1 383 449 L1MA2 623 696 c
humckmm1 451 480 (TTTTC) 5 33d
humckmm1 481 775 Alu-Sz 1 290¢c

A repetitiv elemektdl megtisztitott szekvencia (a torolt részek kiikszelve):
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Hasonlosagi keresések
A génazonositas legjobb mddszere, ha taldlunk a szekvenciaadatbazisokban méar meglévd, hasonlé szekvenciat. Ennek médje

* A szekvencia 0sszehasonlitdsa a GenBank—kal, ill. a dbEST-vel (BLASTN)
(BLASTX)
« A szekvencia transzlaciéinak dsszehasonlitasa a GenBank transzlalt valtozataval (TBLASTX)
« A szekvencia transzlacidinak dsszehasonlitasa masodlagos fehérjeszekvencia—adatbazissal (pl. PROSITE)

Csapdak:

 Esetenként benne maradhat az mRNS-ben, igy a cDNS-ben egy intron. Ekkor ezt tévesen exonnak vélhetjuk.
« A fehérjeszekvencia—adatbazisban nem val6di fehérjeszekvencidk is lehetnek (szintén transzlaciok)

» Az Uj szekvenciaknak csak kb. a fele mutat hasonl6sagot valamilyen régebbi szekvenciaval

* Sth.

ORF-detektalas

« ORF: Open Reading Frame ("nyitott leoclvasasi keret"): olyan nukleotidszekvencia-szakasz, melyet Stop kodon zar le.
» Melyik a valédi leolvasési keret? Ehhez eldallitjuk mind a 6 lehetséges transzlaciét (a DNS mindkét szala leolvashato,
egymassal ellentétes iranyban, és mindkét szal haromféleképpen olvashaté le), pl.

Your Nucleic Acid Sequence:

10 20 30 40 50
0 TCCATTGAGC CTTATACCAG TAACATCTAC ACTCGAAGAT CTTGTCAGGC(
50 GAATTTCAGA TTGTGAATCC TCACTTACTG AAAGATCTTA CTGAGCGGG
100 CTTGTGGAAT GAAGAGATGA AAAATCAGAT TATTGCATGC AATGGCTC(
150 TTCAGTTTTC CTTTTTCAGA GCATACCAGA AATTCCTGAT GACCTGAAG
200 AACTCTATAA GACCGTGTGG GAAATCTCTC AGAAGACTGT TCTCAAGAT!

O(J:DG)“

Six—Frame Amino Acid Translation:
Forward 0:
10 20 30 40 50

0 SIEPYTSNIY TRRSCQGNFR LILTY!KIL LSGACGMKR! KIRLLHAMAP
50 FSFPFSEHTR NS!!PEATL! DRVGNLSEDC SQD




Forward 1:

10 20 30 40 50
0 PLSLIPVTST LEDLVRGISD CESSLTERSY !AGLVE!RDE KSDYCMQWLH
50 SVFLFQSIPE IPDDLKQLYK TVWEISQKTV LKM

Forward 2:

10 20 30 40 50
0 H!ALYQ!HLH SKILSGEFQI VNPHLLKDLT ERGLWNEEMK NQIACNGSI
50 QFSFFRAYQK FLMT!SNSIR PCGKSLRRLF SR

Reverse 0:
10 20 30 40 50
0 HLENSLLRDF PHGLIELLQV IRNFWYALKK EN!MEPLHAI I'FFISSFHK
50 PRSVRSFSK! GFTIINSPDK IFECRCYWYK AQW

Reverse 1:

10 20 30 40 50
0 ILRTVFIEIS HTVLISCFRS SGISGML!IKR KTEWSHCMQ! SDFSSLHSTS
50 PAQ!DLSVSE DSQSEIPLTR SSSVDVTGIR LNG

Reverse 2:
10 20 30 40 50
0 SIEQSSERFP TRSYRVASGH QEFLVCSEKG KLNGAIACNN LIFHLFIPQA
50 PLSKIFQ!VR IHNLKFP!QD LRV!IMLLV!G SM
« A valédi leolvasasi keret valészindleg a leghosszabb megszakitatlan szekvenciat eredményezd.
« A Start kodon azonositasa sokkal nehezebb (ATG a metionin kédja is), Id. késdbb.

Kodongyakorisag—eltolodasok detektalasa

» A nemkddolé és a kodolo régiokban az egyes kodonok (nukleotidharmasok) gyakorisaga jellegzetesen eltérd
« Kulénféle organizmusok mas—mas kodonpreferenciat mutatnak. Pl. a szerin hatféle kodonjanak gyakorisagai 5 fajban:

Kodon E. coli D. melanogastef H. sapiens Z. mays S. cerevisiae
AGT 3 1 10 3 5
AGC 20 23 34 30 4
TCG 4 17 9 22 1
TCA 2 2 5 4 6
TCT 34 9 13 4 52
TCC 37 48 28 37 33

 Organizmuson belill is valtozhat! PI. E. coli-nal harom kategéria
» Sokféleképpen meg lehet ragadni, legsikeresebb: a hexamerek (nukleotidhatosok) eldfordulasi gyakorisaga

* Pl. GeneMark program val6sziniséget szamol (k6dolé—e a régio) a hexamergyakorisagok alapjan, mind a 6 leolvasasi
keretben.
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» Mas programok (pl. GenScan) Markov-modellekkel dolgoznak:
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Poziciéfliggd (inhomogén) 6tddrendd Markov-modell: minden poziciéban valamely nukleotid val6szin(ségét az el6tte
levd 6t nukleotid milyensége hatarozza meg, s ez a kerethez viszonyitott poziciétdl is fligg. A valdszinGségértékeket a
mar ismert gének alapjan hatarozzak meg, Uj szekvencia valdszinisége a modell alapjan kiértékelhetd.




Funkcionalis helyek detektalasa

Promoterek, exon—intron hatarok, transzlacioiniciacios helyek, terminacios helyek azonositasa, az ezekre jellemzé
szekvenciamintazatok alapjan

Az algoritmusok josaganak két paramétere:

« Erzékenység: a valésagos funkcionalis helyek mekkora részét josolja meg helyesen
« Specificitas: a megjésolt helyek mekkora része valésagos

Kilonbdz6 megkozelitések:

» Konszenzusszekvencia alapjan (a leggyakoribb nukleotidok megadasa): nem megbizhaté a variabilitas miatt

 Sulymatrix megadasa: minden poziciéra k6zéljik a 4 nukleotid gyakorisagat, ehhez hasonlitjuk az Gj szekvenciat.
Korlatozott mértékben sikeres.

« Bonyolultabb matematikai modellek (pl. rejtett Markov—modellek). igéretes, de nem kiforrott.

Promoterek

» Szamos program, az ismert promoterek szekvenciainak konyvtara alapjan

* PI. TATA-box, "cap" szignal, stb.

» Kevéssé sikeres, mert pl. az emberi gének 30%-anal nem taldlhatbak meg a szokasos promoterszignalok
« A sikeresség nem nagyobb, mint a kodongyakorisag-eltol6dasok alapjan

Poliadenilacios szignal
« A gének végén, alt. AATAAA konszenzusszekvenciaval, melyet egy bonyolultabb szignal kdvet

A gének felénél hianyzik
* Nem megbizhat6

Transzlacios szignalok: start és stop kodon

* ATG (RNS-ben AUG) a start kodon, de a metionin kédja is
» Kozak-féle szabalyok: a start kodon sokszor jellegzetes kérnyezetben van, pl.

CCGCQAUGG
és hasonlék (sulymatrixszal leirhatd)

» Gyenge az érzékenység (70-80%), de nem genomialis, hanem cDNS esetében j6l hasznalhato
« Stop kodon: egyértelm(

Exon-intron hatarok

« Az exon-intron hatarokon (5' vég a donor hely, 3' vég az akceptor) jellegzetes szekvenciak vannak, melyeket a
spliceoszéma felismer

« Intronok szinte mindig GT-vel kezd6dnek és AG-vel végzddnek, ez kevés, de segit leszlkiteni a lehetdségeket

« Bonyolultabb mintazatok sulymatrixa alapjan elég hatasos detektalas, de nem tokéletes

« Bonyolultabb matematikai modellek (pl. rejtett Markov) jelentds, de nem dramai javulast eredményeznek

 Leghatasosabb: egytittesen alkalmazni a kodongyakorisag-vizsgalattal (80% f6lé emelkedik az érzékenység)

Integralt génelemzeés

» Az egyes predikciok hatékonysagat nagyon jelentdsen noveli, ha a kiilénbdzd algoritmusokbdél szarmazo informaciot
egylttesen vessziik figyelembe. Ez vezetett az integralt génelemzd programok kifejlesztéséhez
« A fenti eljarasokat egymas utan alkalmazzak

« Szamos ilyen program, szerver van, lasd3@ne Prediction ServiceSene Recognition Programs
» 90% korili érzékenységet, ill. specificitast lehet elérni velik.


http://www.bork.embl-heidelberg.de/genepredict.html
http://linkage.rockefeller.edu/wli/gene/programs.html

Korlataik

» Csak néhany organizmusra létezik ilyen program

« Néhany kivétellel csak akkor makddnek j6l, ha csak egyetlen gén van a beadott szekvenciaban
 Legtbbbszdr nagyon érzékenyek a szekvenalasi hibakra

« Nem képesek kezelni az olyan eseteket, mint pl. alternativ splicing, atfedd gének, kildnleges promoterek, stb.
« Ajanlott mindegyik programot hasznalni (mas—-mas algoritmusokkal dolgoznak)

 Pl. a Genscan eredményessége egy 66 kilobazis méretl szakaszon:
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Fekete jeldli a valésagot, szlirke a GenScan altali jéslast (Id. jelmagyarazat). Az LMP2 gén joslasa tokéletes, de a
TAP1l-et és az LMP7-et a GenScan egybeolvasztotta, a TAP2-be eggyel tdbb exont jésolt, a DOB-nak pedig tul kora
véget vetett. Az exonok tlinyomé részét mégis hibatlanul detektalta.

Webhelyek

Ld. pl._Gene Prediction ServiceSene Recognition Programs



http://www.bork.embl-heidelberg.de/genepredict.html
http://linkage.rockefeller.edu/wli/gene/programs.html

