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Sazetak

Pod ,predikcijom gena“ ovdje se podrazumijeva odredivanje polozaja i
granica nekodirajucih i kodirajucih regija unutar gena. DNK lanac se dijeli na gene i
medugenski prostor. Geni eukariota, organizama koji unutar stanice imaju jezgru, se
sastoje od eksona i introna. Eksoni upravljaju sintezom proteina,a proteini reguliraju
bioloSke funkcije organizma.

Neki se autori oslanjaju na tvrdnju da kodiraju¢a podrucja tj. eksoni pokazuju svojstvo
perioda tri dok introni tj. nekodirajuce regije nemaju niti jedan period izrazeniji od
ostalih.p 131 Na temelju tog svojstva razvio se niz tehnika koiji, koristeci to predznanje,
pokuSava izdvoijiti eksone od nekodirajucih regija. Ovdje su prezentirane Cetiri
metode koje se temelje na periodu tri. Sve Cetiri su izrasle iz usko pojasnopropusnog

filtra tzv. antinotch filtra s centralnom frekvencijom 2?” Zato Sto geni nisu savr$eno

pravilni niti svi pokazuju jednaka svojstva, uspjesnost ovih metoda zavisi o
analiziranom uzorku.

| introni imaju svoje pravilnosti. Te pravilnosti odnose se na konsenzus sekvenci
nukleotida na pocetku i na kraju introna. Otkrivanje tih sekvenci omogucava
otkrivanje granica izmedu kodirajucih i nekodiraju¢ih podrucja. Neuronska mreza,
prethodno trenirana na uzorcima iz javnih baza genoma, odlucuje da li je slijed baza
dio traZzene sekvence. Na taj nacin se pronalaskom introna odreduju pozicije eksone
koji se nalaze izmedu njih.

Niti metode bazirane na eksonima niti metode koje se oslanjaju na svojstva introna
ne rade savrSeno svaka za sebe. Njihova to¢nost ovisi o genu koji se analizira.
Spajanjem tih dviju metoda u jedan sustav mogle bi se iskoristiti njihove dobre
karakteristike i na taj nacin dobiti preciznija detekcija kodirajucih i nekodirajucih
regija. Upravo ta kombinacija svih mogucih znanja o gradi gena je i osnova danasnjih
sustava za detekciju eksona i u tom smjeru treba i¢i daljnje istrazivanje ovo teme.
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Popis oznaka i kratica

A adenin
G guanin
Cc citozin
T timin

U uracil

DNK deoksiribonukleinska kiselina
RNK ribonukleinska kiselina

Ala  alanin

Arg  arginin

Asn  asparagin

Asp  asparaginska kiselina

Cys cistein

Phe fenilalanin

GIn  glutamin

Glu  glutaminska kiselina

Gly  glicin
His histidin
lle izoleucin

Leu leucin
Lys lizin

Met  metionin

Pro  prolin
Ser  serin
Tyr  tirozin

Thr  treonin
Trp  triptofan

Val valin
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1.Uvod

Broj javno dostupnih potpunih genoma je znatno narastao u zadnjih nekoliko
godina. Razumijevanje prirode tih informacija i utvrdivanje uloge gena u odredivanju
bioloskih funkcija postao je multidisciplinarni istrazivacki problem. Identifikacija gena
podrazumijeva pronalazenje kompletne strukture gena, posebno preciziranje granica
kodirajucih i nekodirajucih regija. DNK sekvenca matematicki se moze reprezentirati
nizom od Cetiri karaktera A, T,C i G. Takav tip podataka omogucuje koristenje metoda
digitalne obradbe signala u predikciji gena.

Uvijek ¢e biti neophodno provodenje molekularnih eksperimenata da bi se
dokazala lokacija eksona, u€estalost transkripcije, uzorak izrezivanja i stupanj
ekspresije nekog gena, ali raCunalne metode mogu unaprijed ponuditi pouzdanu
indikaciju polozZaja eksona unutar gena te time smanijiti potreban opseg
eksperimenata i njihove troSkove.

Bez sumnje, podrucje istrazivanja genoma je u interesu cijelog ljudskog roda
jer osim $to nam nudi informacije 0 nama samima otvara i put lije€enja i prevencije
bolesti na razini gena. Zato i postoji potreba za razmjenom znanja i rezultata iz svih
znanstvenih grana.



2. Bioloske osnove

DNK molekula se sastoji od dva
spiralno povezana komplementarna
DNK lanca. Lanac je sastavljen od
Getiri nukleotida ili baza: adenina,
timina, citozina i guanina, redom
A, T,C i G. Povezani su tako da lijevi
kraj jednog nukleotida tvori ¢vrstu
kovalentnu vezu s desnim krajem
sljedeéeg na taj nacin tvoreci lanac.

Unutar DNK molekule lanci se

povezuju na nacin da se adenin spaja
s timinom, a guanin veze s citozinom

slabim hidrogenskim vezama. lako su
te veze slabe, ima ih mnogo te je

dobivena spiralna struktura DNK

molekule stabilna.

Slika 1: DNK molekula

Protein je biomolekula koju tvori niz aminokiselina. Proteini su odgovorni za odvijanje
i/ili ubrzavanje gotovo svih bioloskih funkcija. Cak i sintezu proteina potiéu sami
proteini. Proteini i njihova funkcija odredeni su nukleotidima u DNK lancu jer
redoslijed baza diktira redoslijed aminokiselina.

Ako promatramo izolirano podrucje DNK molekule u nekom trenutku, u sintezi
proteina biti e aktivan samo jedan lanac, dok su slucajevi kada su oba lanca
istovremeno aktivna vrlo rijetki. (1) Svaki lanac moze se podijeliti na gene i
medugenski prostor. Samo geni sudjeluju u sintezi proteina. lako sve stanice jednog
organizma imaju jednake gene, za svaku skupinu stanica aktivan je samo odredeni
podskup gena, $to im uz funkciju odreduje i oblik. [2].

Geni eukariota, organizama Cije stanice sadrze jezgru, gradeni su od eksona i
introna. Eksoni kodiraju proteine dok se smatra da introni imaju posrednicku i

upravljacku funkciju, makar postoje teorije da bi i introni mogli biti odgovorni za



ekspresiju proteina te time utjecati na razvoj bolesti. Odredivanje bioloSke funkcije
gena zapravo se svodi na detekciju eksona i odredivanje intron-ekson granice.
Prokarioti, organizmi Cije stanice ne sadrze jezgru, nemaju introne, ve¢ samo eksone,

zbog Cega je jednostavnije odrediti kodirajuce dijelove takve DNK molekule.

Proces sinteze proteina moze se podijeliti na tri glavna koraka: transkripciju,
izrezivanje (eng. splicing) te translaciju.

Transkripcija je proces stvaranja nezrele glasni¢ke RNK molekule (eng. immature
messanger RNA ili mRNA) koja je preslika DNK lanca uz zamjenu timina uracilom.
Takva mRNK ulazi u proces izrezivanja, gdje se posredstvom malih jezgrenih
ribonukleinskih proteina (eng. small nucleo ribonucleoproteins ili ShARNP) uklanjaju
introni, a eksoni se spajaju jedan na drugi. Tako dobivena glasnicka RNK je sada
zrela.

Ona putuje izvan jezgre u citoplazmu gdje se u ribosomu na temelju nje sintetiziraju
lanci aminokiselina tvoreci protein. U sintezi proteina u ribosomu sudjeluje i

prijenosna RNK (eng. transfer RNA ili tRNA). Taj korak naziva se translacija.

DNK lanac : | AATACTGCTAACCTATACGTGTCCTAAGGTCTAGTACGTACTAAGTCATACC

ﬂ transkripcija

AAUACUGCUAACCUAUACGUGUCCUAAGGUCUAGUACGUACUAAGUCAUA

Nezrela
gRNK :

gen Medugenski prostor gen Medugenski prostor gen

,A‘

«fffron 1 | ekson1 | intron2 | ekson2 | intron3®

. . " Aminokiselina 1 Aminokiselina 2
Izrezivanje: ekson 1 | ekson 2

Slika 2: Prikaz procesa sinteze proteina

Metode otkrivanja kodirajuéih podrucja (eksona) unutar gena mogu se podijeliti na
one koje se baziraju na svojstvima samih eksona i na one koje se oslanjaju na

specificnosti grade introna.



3. Detektori temeljeni na svojstvima eksona

Eksoni, kao i cijeli DNK lanac, se sastoje od Cetiri baze, adenina, guanina,
citozina i timina. Po tri baze Cine jedan kodon koji odgovara jednoj aminokiselini. To
daje 4° tj. 64 moguca kodona, od kojih 3 otpadaju na stop kodone, a jedan na start
kodon. Isti kodon koji oznacava pocCetak procesa translacije ukoliko se nalazi unutar
eksona oznaCava aminokiselinu metionin. Drugim rijeima, 61 moguci kodon
odreduje 20 aminokiselina, $to vodi na zaklju¢ak da viSe kodona oznacava jednu istu
aminokiselinu.

Pokazalo se da su sekvence nukleotida u intronima slu€ajno rasporedene dok u
eksonima postoji primjetna periodi¢nost s tri. Pretpostavlja se da je uzrok te
periodicnost u ucCestalosti pojave pojedinih kodona, koji se obi¢no javljaju u uzorku
RNY, gdje je RAIiliG, N Cili T, a' Y moze biti bilo koja od baza.j4 Zasto priroda
preferira upotrebu nekih kodona u odnosu na druge, do danas ostaje nerijeSeno
pitanje.

Da bi za detekciju eksona mogli koristiti standardne postupke obradbe signala mora
se ulazni niz podataka koji je sam gen zapisan kao niz od Cetiri karaktera, A,C, Ti G
pretvoriti u prikladniji oblik. To znaci da se jedan gen zapisuje kao Cetiri indikatorske
binarne sekvence, takve da se za niz nukleotida AATCTGCTACTCT.... dobije niz
xa(n)=1100000010000...., gdje 1 oznacuje prisutnost adenina u genu, a 0 oznaCava
bilo koju od preostalih baza. Na analogan nacin se stvaraju binarni nizovi xr(n), xc(n)

i Xa(n), a n oznaCava polozaj baze u genu gledano s lijeva na desno.

Za proucavanje periodi¢nosti s tri najprije je upotrjebljena FFT na pomi¢nom otvoru.
Makar je i tom metodom dokazano postojanje periodi¢nosti i time dobivena dobra
pretpostavka o polozaju eksona unutar gena, metode koje su se dalje razvijale iz FFT

daju preciznije rezultate.



3.1. Metoda s antinotch filtrom 1

Antinotch filtar je usko pojasnopropusni filtar koji propusta samo odabranu
frekvenciju. Njegova prijenosna funkcija je:

1 (Q-R)+(R*-Dz?

H(z)=—= ,
(2) 21-2Rcosfzt +R?z7

(1)

.27, C . Y .. v
0 je 3 jer se na taj nacCin iz sekvence gena izvlace regije s karakteristicnim

periodom 3, tj. eksoni. Propusnost filtra regulira se odabirom parametra R. Sto je R
blizi 1, to ée pojas propustanja biti uzi, ali ¢e i vrijeme istitravanja impulsnog odziva
filtra biti duze. Na slikama 3 i 4 prikazane su amplitudno frekvencijska karakteristika

filtra i njegov impulsni odziv.

amplitudna frekvencijska karakteristika Impulsni odziv antinotch filtra

Slika 3: Amplitudno frekvencijska karakteristika Slika 4: Impulsni odziv antinotch filtra za R=0.99 i
antinotch filtra za R=0.99 i R=0.9 R=0.9

Da bi mogli $to preciznije izolirati podrucja koja pripadaju eksonima, u interesu nam
je napraviti §to selektivniji filtar, ali selektivnost filtra u frekvencijskom podrucju
umanijuje rezoluciju u vremenskoj domeni.

Antinotch filtar treba primijeniti na svaku od Cetiri binarne sekvence dobivene iz gena.
Njihovom linearnom kombinacijom dobivamo raspodjelu energije po cijelom genu.

Podrucja vece energije odgovaraju eksonima, dok introni imaju znatno nizu energiju.



Slika 5 prikazuje rezultat primjene antinotch filtra na gen F56F11.4 uz R=0.992.

Crveni kvadrati na slikama oznacavaju to¢na podrucja eksona. Odstupanje se

dogada zbog dugog impulsnog odziva antinotch filtra koji ,razmazuje“ bridove.

Problem koji se namece je primjenjivost ove metode. Naime, zbog ve¢ spomenutog

dugog impulsnog odziva antinotch filtra, razmak introna i eksona unutar gena mora

biti takav da se filtar uspije istitrati prije nailaska na drugi ekson. Pretpostavka je da

unutar eksona ne postoje podrucja izrazenoga perioda tri. Slika 6 prikazuje primjer

gene CO2F12.5 koji ne odgovara navedenim uvjetima i za takav slucaj je ova metoda

neprimjenjiva.
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Slika 5: Raspored regija gena F56F11.4 dobiven antinotch filtrom

C02F12.5 s antinotch filtrom
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Slika 6: Raspored regija gena C02F12.5 dobiven antinotch filtrom



3.2. Funkcija srednje razlike magnitude AMDF (eng. Average Magnitude
Diference Function) (4

Pretvaranje Xa(n) Uskopojasni ya(n)
p»| U binarnu > filtar » AMDF
sekvencu
Pretvaranje x7(n) Uskopojasni yr(n)
p| U binarnu > filtar » AMDF
DNK sekvencu Linearna
niz kombinacija Kodirajuca i
(suma) nekodirajUca
Pretvaranje Xc(n) Uskopojasni ye(n) podrucja
p| U binarnu > filtar > AMDF
sekvencu
Pretvaranje Xa(n) Uskopojasni ya(n)
p»| U binarnu > filtar » AMDF
sekvencu

Slika 7: Blok shema AMDF metode

Ova metoda je nadogradnja na prethodno spomenutu metodu. Sekvenca gena
ponovno se mora rastaviti na iste Cetiri binarne indikatorske sekvence na ve¢ opisan

nacin. Ti binarni nizovi zatim prolaze kroz uskopojasni filtar s centralnom
.. 27 . Y . L, .. . . .
frekvencijom 3 Cime se naglasavaju kodirajuce regije zbog periodi¢nosti sa tri, a

umanjuje znacaj nekodirajucih regija. Prijenosna funkcija filtra te parametri jednaki

su kaouizrazu (1) .

Funkcija srednje razlike magnituda dugo se vremena koristila u obradi govornih
signala prije nego $to je njezina uloga zamijenjena drugim metodama. Pokazuje se
korisnom za obradu periodickih i neperiodickih signala koji su duzi od perioda koji
promatramo. Signali koji se dobiju propustanjem binarnih nizova kroz usko
pojasnopropusni filtar obraduju se po segmentima AMDF funkcijom koja je definirana

na nacin:
AMDF () = <= Y [y(n) - y(n-K)| (2)

N odreduje duljinu segmenta. Pokazalo se da je najbolje uzeti broj manji od

ocCekivane veliCine eksona, a koji je viSekratnik broja 3. Zato je odabran N=117.



Ako se upotrijebi k=3, u idealnom sluc¢aju, o¢ekivano je da ¢ée podrucja eksona,
nakon obrade AMDF-om, imati vrijednosti jednake nuli dok ¢e ostali nekodirajuci
dijelovi gena imati vrijednosti razliCite od nule. Medutim, u realnom slucaju,
periodi€nost s tri moze se javiti i u nekodiraju¢im podrucjima, dok se u podrucjima
eksona nalaze i periodi razliciti od tri. Zato nije za oCekivati da ¢e na kodirajué¢im
podrucjima vrijednosti biti jednake nuli.

Bolji nacin koristenja ovog sustava jer postavljanje parametra k na period razli€it i
veci od 3. U tom slu€aju ¢e se u regijama eksona dobiti puno vece vrijednosti nego u
preostalim nekodiraju¢im dijelovima gena. lako unutar eksona postoje i drugi periodi,

period tri je dominantan.

Na slici 8 prikazani su rezultati dobiveni za gen F56F11.4 uz k=10.

F56F11.4 pomocu AMDF-a uz k=10

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
uzorci

Slika 8: Raspored regija gena F56F11.4 dobiven AMDF metodom



3.3. Detektor s kvocijentom ovojnica

Sve dosad prikazane metode su, uz nezaobilazno postavljena ogranienja
ispitivanih gena, imala veliki problem vezan uz loSe performanse u vremenskoj
domeni usko pojasnopropusnog filtra. Ova metoda bavi se razvojem sustava koji se u
osnovi temelji na antinotch i notch filtru. Oni zajedno sa svojim antikauzalnim

varijantama Cine sustav koji je precizan i u vremenskoj i u frekvencijskoj domeni.

Antinotch i notch filtri su komplementi, frekvenciju koju antinotch propusta, notch
gusi. Transfer funkcija antinotch filtra navedena je u dijelu 3.1, a transfer funkcija

notch filtra je:

11+R?—4Rcosfzt+(1+R?)z?
G(Z)Z_ 1 (2 ) ) (3)
2 1-2Rcosfz " +R“z

Amplitudno-frekvencijske karakteristike antinotch i notch filtara prikazani su na
slikama 9 10.

Amplitudno-frekvencijski karakteristika notch filtra Amplitudno-frekvencijska karakteristika antinotch filtra
1 \ \ \ \ \
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frekvencija frekvencija
Slika 9: Amplitudno frekvencijska karakteristika notch Slika 10: Amplitudno frekvencijska karakteristika
filtra antinotch filtra



3.3.1 Konstruirani signal

Za demonstraciju ideje ovoga sustava, posluZziti ¢e idealni konstruirani signal

bez Suma. Slika 11 prikazuje taj signal. Signal je u svim trenucima jednak nuli osim

kada se u njemu pojavljuju tri segmenta sinusoidnih signala frekvencije 2?” koji su

lokalizirani u razli€itim vremenskih trenutcima te su razli€itog trajanja.

umijetni signal

0.8+

0.6+

0.4

0.2+

=]

-0.2f

041

Slika 11: Konstruirani idealni signal bez dodanog
Suma
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Ovojmca signala propustenog kroz antinotch filtra pa zatim kroz notch
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Slika 12: gore: ovojnica signala nakon prolaza kroz
notch, sredina: ovojnica signala nakon prolaza kroz
antinotch, dolje: ovojnica signala nakon prvo
prolaska kroz antinotch, a zatim kroz notch

Nakon prolaza kroz antinotch filtar, iz gornjih slika moze se primijetiti da je lijevi brid

dobivene amplitudne ovojnice signala to¢no odreden, dok je desni zbog vec

navedenog dugog istitravanja antinotch i notch filtara neprecizan. Ovojnica signala

odreduje se usrednjavanjem apsolutnih vrijednosti signala na izlazu iz filtara pomocu

median funkcije preko 99 uzoraka.

Namece se ideje da bi se za antikauzalni filtar dobila obrnuta situacija te da bi

umnozak amplitudnih ovojnica signala koji su prosli kroz kauzalni i antikauzalni

antinotch filtar rezultirao preciznije odredenim signalom, $to se moze primijetiti na

slici 13. Neka se tako dobiveni signal zove y+(n).

10



Na slici 14 prikazan je signal, y2(n), dobiven mnozenjem ovojnice signala koji je

proSao kroz kauzalni notch filtar i koji je zatim komplementiran, s ovojnicom signala

koji se dobije prolaskom kroz antikauzalni notch filtar i komplementiranjem.

Komplement ovojnice signala dobije se oduzimanjem iste od maksimalne vrijednosti

te ovojnice.

Dijeljenje signala y1(n) s y»(n) daje precizno odredene regije pojave frekvencije 2?” u

konstruiranom signalu, $to je prikazano na slici 15.

0.4

kauzalni antinotch
antikauzalni antinotch

03— —

kauzalni notch

antikauzalni notch

Umnozak owojnica signala iz antikauzalnog i kauzalnog antinotch filtra

0.2 T T T

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000 0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000

0.15

,,,,,, 0.1

0.05

Slika 13: gore: prikaz ovojnice signala nakon prolaza
kroz kauzalni i antikauzalni antinotch filtar, dolje:
signal nakon umnoska gornjih ovojnica

Konstruirani signal
T
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Signal na izlazu iz sustava
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1
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0
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Slika 15: gore: konstruirani idealni signal, dolje: raspored regija dobiven y;(n)/y2(n)
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Slika 14: gore: prikaz ovojnice signala nakon prolaza
kroz kauzalni i antikauzalni notch filtar, dolje: signal
nakon umnoska gornjih ovojnica
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Problem kod realnih signal je $to unutar eksona postoje i ostale frekvencije osim 2?”

Sukladno tome notch filtar ¢e u podrucju eksona ugusiti periodi€¢nost sa tri, ali zbog
prisutnosti drugih frekvencija amplituda ovojnice signala na izlazu iz filtra nece i¢i u

nulu unutar zeljenog podrucja. |z tog razloga se u notch filtar dovodi signal koji je

prethodno proSao kroz antinotch filtar jer antinotch filtar gusi sve frekvencije razliite

od 2?” lako se time kvare karakteristike notch filtra, preinake su nuzne da bi on bio

primjenjiv za analizu realnih signala.

Zatim se od ovojnice ovako dobivenog signala radi svojevrstan komplement na nacin

da se ona oduzme od maksimalne vrijednosti ovojnice signala koji je proSao samo

kroz notch filtar jer se na taj nacin izbjegava dijeljenje s nulom u daljnjem postupku.
Analogan postupak se primjenjuje i za antikauzalne filtre.

Neka se umnozak amplitudnih ovojnica komplementiranih signala koji su dobiveni
prolaskom tih signala kroz na gornji nac¢in modificiran antikauzalni odnosno kauzalni
filtar zove y3(n) (slika 16). Rezultat dijeljenja signala y4(n) s y3(n) prikazan je na slici

17 zajedno s originalnim signalom i to je ujedno i rezultat detektora s kvocijentom

ovojnica.

kauzalni komplement notch-a
antikauzalni komplement notch-a

0.3
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0.1

0
0

0
0

UmnoZak owvojnica signala koji su komplementirani nakon prolaska

kroz modificirani antikauzalni tj. kauzalni antinotch filtar

10000

Slika 16: gore: prikaz ovojnice signala nakon prolaza
kroz komplement kauzalnog i antikauzalnog notch
filtra, dolje: signal nakon umnoska gornjih ovojnica
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Slika 17: gore: konstruirani idealni signal, dolje:
raspored regija dobiven detektorom s kvocijentom

ovojnica
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3.3.2 Realni signal

Za realni signal navedeni sustav se prvo primjeni na svaki od Cetiri binarna
niza xa(n), xr(n), xc(n) i xg(n) koji predstavljaju odgovarajuce baze, a zatim se
dobiveni rezultati zbrajaju da bi se dobila konacna slika raspodjele kodirajucih i
nekodirajucih podruéja unutar gena. Za pojedine gene mozda ¢e neka baza
samostalno dati bolju detekciju nego zbroj svih baza, ali se za nepoznati gen ne
moze unaprijed znati koja od baza je najindikativnija te se zato vrSi superpozicija svih
rezultata.
Na donjim slikama (slike 18 do 22) prikazani su signali na izlazu iz gore opisanog
sustava za svaku od binarnih baznih sekvenci te finalni rezultat na kojemu su

crvenim pravokutnicima odredena to¢na podrucja eksona.

Adenin Timin
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Slika 18: Baza adenin F56F11.4- raspored regija Slika 19: Baza timin F56F11.4- raspored regija
Citozin Guanin
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Slika 20: Baza citozin F56F11.4- raspored regija Slika 21: Baza guanin F56F11.4-raspored regija

13



Rapored podrucja unutar gena
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Slika 22: Raspored regija za gen F56F11.4 za linearnu kombinaciju adenina, timina, citozina i guanina

3.4. Nadogradeni detektor s kvocijentom ovojnica

Pregledniji rezultati dobiju se ako se u gore opisani sustav nakon svakog

koraka obrade doda nelinearni pomiéni otvor koji sluzi potiskivanju nekodirajucih

podrucja 71.Ta ideja prikazana je na slici 23.

Nelinearni otvor

Nelinearni otvor

Nelinearni otvor

xa(n) | Detektors ya(n)

—» kvocijentom d
ovojnica

xr(n) | Detektors y7(n)

—» kvocijentom >
ovojnica

xc(n) | Detektor s ye(n)

—» kvocijentom >
ovojnica

Xg(n) | Detektor s ya(n)

—» kvocijentom >
ovojnica

Nelinearni otvor

Slika 23: Blok shema nadopunjene antinotch-notch metode

Raspored
kodirajucih i
nekodirajucih
podrucja
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Nelinearni otvor moze se definirati izrazom (4) :

ynovi (n) = (ystarTl(n)j Dystari (n) ’ 1<n<N (4)

gdje je M najveca vrijednost uzorka unutar prozora, n je redni broj uzorka, a N broj
uzoraka u jednom prozoru. Idealno bi bilo odabrati N veéi od najvecega eksona, a
maniji od najmanje nekodirajuce regije. NaZzalost, nije uvijek moguce ispuniti takve
uvjete. Zadovoljava N koji je veli€ine najmanjeg eksona.

Prozor radi tako da nagladava velike amplitude, koje su oCekivane u podrucjima
eksona, a potiskuje ionako male vrijednosti unutar nekodirajucih regija. Ukoliko se
unutar nekodiraju¢eg podrucja javi kratkotrajna periodi¢nost sa tri, javit ¢e se i porast
amplitude, ali manji nego unutar kodirajuce regije. Tada nelinearni prozor djeluje tako
da taj mali porast eliminira. Prema shemi na slici 22 prozor se nalazi grani, pa se
time umanjuje i moguénost dobivanja regije velike amplitude unutar introna kao
posljedice sumiranja rezultata. Ako se nakon cijelog sustava dobije krivo registrirano
kodirajuce podrucje, to znaci da testirani uzorak ne odgovara pretpostavkama sa
samog pocetka. Rezultat primjene ovog nadopunjenog sustava na gen F56F11.4

prikazan je na slici 24.

Raspored podrucja unutar gena

08F -~

|
|
1

06— 7-——+ EE :*** ******** k-
|
|
|
|

04F -

02F---—---

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
uzorci

Slika 24: Raspored regija gena F56F11.4 dobiven nadogradenim detektorom s kvocijentom ovojnica
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4. Opis i usporedba rezultata
1. Gen F56F11.4

Gen F56F11.4 ima 4 eksona Cija je najvec¢a duljina manja od minimalne

duljine nekodirajucih regija oko eksona. Nekodirajuce regije ne pokazuju

svojstvo periodi¢nosti sa tri, dok je isto svojstvo jako izraZzeno unutar eksona.

Zbog ovih osobina o€ekivano je da ¢e i najgrublja metoda pruZiti rezultate

pomocu kojih ¢e se moci pretpostaviti podrucje eksona.

NajloSije pozicioniranje dobiva se koristenjem antinotch filtra u njegovom

izvornom obliku, a najbolje rjeSenje koristeli detektor s kvocijentom ovojnica

sa izgladivanjem pomocu nelinearnog prozora. (slike 25-28)

F56F11.4 s antinotch filtrom
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Slika 25: Raspored regija gena F56F11.4 dobiven
antinotch filtrom

F56F11.4 uz antinotch-notch sustav
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Slika 27: Raspored regija gena F56F11.4 dobiven
detektorom s kvocijentom ovojnica

F56F11.4 pomocu AMDF-a uz k=10
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Slika 26: Raspored regija gena F56F11.4 dobiven
AMDF metodom

F56F11.4 uz antinotch-notch sustav i nelineari prozor s N=1000
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Slika 28: Raspored regija gena F56F11.4 dobiven
nadogradenim detektorom s kvocijentom ovojnica
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2. Gen K12C11.1
Gen K12C11.1 ima jednake osobine kao i gore opisani F56F11.4 te su iz

tog razloga i oCekivanja i rezultati jednaki. (slike 29 do 32)

K2C11.1 s antinoch filtrom K12C11.1 s AMDF metodom
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Slika 29: Raspored regija gena K12C11.1 dobiven Slika 30: Raspored regija gena K12C11.1 dobiven
antinotch filtrom AMDF metodom
K12C11.1 pomocu antinotch-notch sustava K12C11.1 pomocu nadopunjenog antinotch-notch sustava s N=230
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Slika 31: Raspored regija gena F56F11.4 dobiven Slika 32: Raspored regija gena F56F11.4 dobiven
detektorom s kvocijentom ovojnica nadogradenim detektorom s kvocijentom ovojnica
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3. Gen YML056C

Gen YMLOS6C pokazuje nepotpunu pravilnost. Sastoji se od 1983
nukleotida. Ima dva dugacka eksona izmedu kojih se nalazi kraci intron koji
nema svojstvo perioda 3. Odstupa od uvjeta za minimalnu i maksimalnu
duzinu koje su postavljeni u po€etku da bi jednostavan antinotch filtar mogao
odrediti kodirajuce regije, ali ipak zadrzava dva glavna svojstva:

e period tri je tipiCan samo za eksone

e eksoni su dovoljno dugi da bi se, zavisno o metodi, mogli

detektirati

U ovom slu€aju moze se primijetiti da se i iz samog antinotch filtra naslucéuje
koje bi regije mogle pripadati eksonima, ali se zbog velike koli¢ine Suma ne
moze niti nagadati moguci po€etak eksona ¢ak ni u okolini nekoliko stotina
nukleotida. AMDF i detektor s kvocijentom ovojnica daju puno bolje rezultate.
Jasno su uodljive kodirajuce i nekodirajuce regije te je moguce pretpostaviti
intron-ekson granicu u okolini 50 nukleotida. Nadogradeni detektor s
kvocijentom ovojnica daje daleko najbolje rezultate. Granice medu podrucjima
mogu se odrediti na razini najviSe desetak nukleotida Sto je puno bolje od bilo

kojeg drugog rezultata. (slike 33 do 36)

YMLO56C samo antinotch filtar YMLO56C pomo!u AMDF-a uz period 10
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Slika 33: Raspored regija gena YML056C dobiven Slika 34: Raspored regija gena YML056C dobiven
antinotch filtrom AMDF metodom
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YMLO56C pomocu antinotch-notch sustava YMLO056C pomocu antinotch-notch sustava sa nelinearnim prozorom u N=300
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Slika 35: Raspored regija gena YML056C dobiven Slika 36: Raspored regija gena YML056C dobiven
detektorom s kvocijentom ovojnica nadogradenim detektorom s kvocijentom ovojnica

4. Gen B0336.6.2

Gen B0336.6.2 se sastoji od 2512 nukleotida i sadrzi pet eksona. Prva
dva eksona su duljine stotinjak baza i razdvojeni su intronom iste duljine. Na
prvi pogled mogli bi zaklju€iti da u ovom slu¢aju osnovni antinotch filtar i na
njemu bazirana funkcija srednje razlike magnituda daju preciznije rezultate
nego sustav s kvocijentom ovojnica, no to nije slu¢aj. Te dvije metode daju
povisenje amplitude na mjestu prva dva eksona jer se filtar, koji doista naide
na odredenu periodi¢nost sa tri unutar prvog eksona, ne stigne istitrati do
dolaska drugog eksona. Zato i pozicija tih eksona, koju je moguce procijeniti
gledajuci poviSenje amplitude, ne odgovara njihovom pravom poloZaju unutar
gena.

Sve Cetiri metode dobro detektiraju regije koje odgovaraju preostalim trima
eksonima zato $to oni posjeduju ranije navedena pozeljna svojstva.
(slike 37 do 40)
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B0336.6.2 s antinotch filtrom
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Slika 37: Raspored regija gena B0336.6.2 dobiven
antinotch filtrom

B0336.6.2 pomocu antinotch-notch sustava
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Slika 39: Raspored regija gena B0336.6.2 dobiven
detektorom s kvocijentom ovojnica

B0336.6.2 s AMDF metodom uz period 10
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Slika 38: Raspored regija gena B0336.6.2 dobiven
AMDF metodom

B0336.6.2 pomocu nadopunjenog antinotch-notch sustava uz N=500
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Slika 40: Raspored regija gena B0336.6.2 dobiven
nadogradenim detektorom s kvocijentom ovojnica
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5. Gen Y39E4B.1

Gen Y39E4B.1 se sastoji od 6441nukleotida i 5 eksona. Osim prvog
eksona, svi ostali su dovoljno dugi da bi period tri bio uocljiv, ali kra¢i od
introna izmedu njih. Ipak, kao $to se moze uoditi iz slika 41 do 44, detekcija
eksona nije dobra. Razlog leZi u Cinjenici da period tri na koji se oslanjamo nije
dominantno izrazen u eksonima niti je potpuno nepostojeci unutar
nekodirajucih podrucja. |z ovog se primjera moze najbolje uociti koliki utjecaj
ima preciznost filtra u obje domene. Prve dvije metode ne uspijevaju napraviti
razliku medu podrucjima, dok druge dvije metode pronalaze 3 od 5 podrucja
koja odgovaraju eksonima.

Y39E4B.1 s antinotch filtrom Y39E4B.1 s AMDF metodom uz perod 10
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Slika 41: Raspored regija gena Y39E4B.1 dobiven Slika 42: Raspored regija gena Y39E4B.1 dobiven
antinotch filtrom AMDF metodom
Y39E3B.1 pomocu antinotch-notch sustava Y39E4B.1 pomocu nadopunjenog antinotch-notch sustava uz N=130
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Slika 43: Raspored regija gena Y39E4B.1 dobiven

__ o Slika 44: Raspored regija gena Y39E4B.1 dobiven
detektorom s kvocijentom ovojnica

nadogradenim detektorom s kvocijentom ovojnica
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6. Gen R74.5b.2

Gen R74.5b.2 sadrzi 1842 nukleotida koji €ine Cetiri eksona. Prvi ekson

ne pokazuje periodi¢nost sa tri i niti jedna metoda ga ne uspijeva detektirati.

Drugi ekson se sastoji od 147 baza koje pokazuju djelomi¢nu periodiénost sa

tri i reakcija svih detektora nije izostala, ali nije niti naglaSena. Za razliku od

prva dva eksona, druga dva su dulji i period tri je u njima izraZeniji, te se kod

svih metoda, uz postavljanje dobro odredenog praga, podrucje koje odgovara

tim eksonima moze predvidjeti u okolini 50-tak nukleotida. (slike 45 do 48)
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Slika 45: Raspored regija gena R74.5b.2 dobiven
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Slika 47: Raspored regija gena R74.5b.2 dobiven
detektorom s kvocijentom ovojnica
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46: Raspored regija gena R74.5b.2 dobiven
AMDF metodom
R74.5b.2 pomocu nadopunjenog antinotch-notch sustava s N=80
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48: Raspored regija gena R74.5b.2 dobiven

nadogradenim detektorom s kvocijentom ovojnica
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7. Gen W02A11.2

Gen W02A11.2 je primjer gena koji je po rasporedu i duljini kodirajucih i
nekodirajucih podrucja idealan za testiranje navedenih detekcijskih metoda.
Medutim, sve su metode su pri poku$aju pozicioniranja eksona u potpunosti
podbacile. Takoder sve metode su detektirale ekson od 1600 do 2200
nukleotida, a to je nekodirajuce podrucje. Pet eksona duljine 100-tinjak baza
nalaze se od 4641. nukleotida do 7809. nukleotida. Manjak reakcije detektora
na eksone, a istovremena aktivnost u nekodiraju¢em podrucju moze se
objasniti specificnosti ovog uzoraka da kodiraju¢a podrucja ne pokazuju
svojstvo periodi¢nost sa tri dok je isto svojstvo prisutno u nekodirajuéem
podrucju. (slike 49 do 52)

WO02A11.2 s antinotch filtrom W02A11.2 uz AMDF metodu
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Slika 49: Raspored regija gena W02A11.2 dobiven Slika 50: Raspored regija gena W02A11.2 dobiven
antinotch filtrom AMDF metodom
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W02A11.2 pomocu antinotch-notch sustava WO02A11.2 pomocu nadopunjene antinotch-notch metode uz N=50

i i i i i i i i i
| | | | | |
4 — — - - — = — — == = - 4 L e e [ttt ettt et Rt Sttt o i T 1
| | | | | |
| | | | 08— — -k ——JdI————1— — — —1— — H—1— — — —1 |- = I
35 -—--r-- —====1rq= - 1h | |
| | | | | |
| | | | L e e 1 [ it il | Rt ol I T 10
I BN | |
| | | | O] S — N |
o5L L _ | e o Y | |
. | | | | | |
| | | | U BN
2L - — - — —— — — - -4 | |
| | | | 04— — - — — — -4
| | | | | |
15— - - -+ —====1t1- - 1H | |
| | | | 03— —— - “T 0
| | | | | |
=== I ol | A ol e 02 — — — b — D I |
| | | | | |
| | | | | |
05 I T T 1 01 -~--r~- e
| | | |
0 I 1 1 “ \/\\”\f | 0 — A el i 1 ]
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000
uzorci uzorci
Slika 51: Raspored regija gena W02A11.2 dobiven Slika 52: Raspored regija gena W02A11.2 dobiven
detektorom s kvocijentom ovojnica nadogradenim detektorom s kvocijentom ovojnica

8. Gen K09C8.3

Gen K09C8.3 je primjer gena koji ne slijedi pravila koja su navedena
ranije. Sastoji se od 3774 nukleotida unutar kojih se nalaze 9 eksona. Razlika
u duljini eksona i nekodirajucih regija ne postoji, eksoni su razli€ite duljine te
se nalaze vrlo blizu jedan drugome. U ovakvom uzorku jako je teSko
detektirati pojedina podruéja, pogotovo ako i introni pokazuju periodi¢nost sa
tri. Sam antinotch filtar ne uspijeva razluciti regije uopce. Funkcija srednje
razlike magnituda daje malo bolje rezultate, ali niti tu ne mozemo sa
sigurnoscu utvrditi regije. Detektor s kvocijentom ovojnica bolje pronalazi i
jace reagira na podrucja koja pokazuju periodi¢nost sa 3 od prethodnih
metoda, ali detektira i pogresno to¢na podru¢ja. Ne moze se zbog toga reci
da sustav radi krivo, ve¢ da za ovaj gen period tri postoji i u nekodirajucéoj
regiji. Detektor s kvocijentom ovojnica s nelinearnim prozorom ucinkovitije od
ostalih potiskuje pogresno to¢no detektirani ekson od 910-tog do 1000-tog
uzorka, ali nazalost isto tako umanijuje i eksone koje je prvobitno dobro
detektirao. Za sluc¢aj KO9C8.3 mora se priznati da su sva Cetiri dosad
obradena modela podbacila. Niti jedan ne omogucava procjenu polozaj
eksona. (slike 53 do 56)
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K09C8.3 sa antinotch filtrom
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Slika 53: Raspored regija gena K09C8.3 dobiven
antinotch filtrom

K09C8.3 uz antinotch-notch sustav
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Slika 55: Raspored regija gena K09C8.3 dobiven
detektorom s kvocijentom ovojnica

K09C8.3 sa AMDF-om uz period 10
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Slika 54: Raspored regija gena K09C8.3 dobiven
AMDF metodom

K09C8.3 uz antinotch-notch sustav s nelinearnim prozorom uz K=35
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Slika 56: Raspored regija gena K09C8.3 dobiven
nadogradenim detektorom s kvocijentom ovojnica
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9. Gen Y48B6A.3

Gen Y48B6A.3 sadrzi 10251 nukleotid i ima 7 eksona. Na slikama 57do 60
prikazani su rasporedi regija za sve Cetiri opisane metode. Sve Cetiri metode
dobro su izolirale Cetiri od sedam eksona, medutim samo nadogradeni detektor s
kvocijentom ovojnica (slika 60) uspijeva napraviti razliku izmedu nekodirajucih

regija i svih sedam eksona.

Gen Y48B6A.3 s antinotch filtrom Y48B6A.3 s AMDF metodom
0.7 T T T T T T T T FES g - g o= = - ————'—— F-——r -3 -
I | | | | | | | | 6 | I |
I | | | | | | | | | | |
I | | | | | | | | | | |
] o e e b it it i it s i o3 I (N W i
I | | | | | | | | | | I
I | | | | | | | | | | |
0.5 - i i i [t ettt il il i - | | | |
I 1 | | | | | /Y I I I R I T 1
I | | | | | | | 1 | |
0.4 | I N [ R A I | | | |
i | | | | | I |
I | | | | FCY N /I I 1
I | | i | | | |
0.3 - i b (e == - | | | |
I | | | | | |
] | | Py i [ i
0.2 | o _ | | |
i ‘ ‘ I | I
H Y il H I H ‘ ‘
1h|-1= [ P 14
o1 I i \\ \ \h IR ‘ I | N ‘ H 1 3 e bl ‘
| | | |
\ | | \ \
0 L | | | | \ | 0 L |
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000 0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000
uzorci uzorci
Slika 57: Raspored regija gena Y48B6A.3 dobiven Slika 58: Raspored regija gena Y48B6A.3 dobiven
antinotch filtrom AMDF metodom
Y48B6A.3 pomocu deteektora s kvocijentom owojnica Y48B6A.3 pomocu nadogradenog detektora s kvocijentom owvojnica
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Slika 59: Raspored regija gena Y48B6A.3 dobiven Slika 60: Raspored regija gena Y48B6A.3 dobiven
detektorom s kvocijentom ovojnica nadogradenim detektorom s kvocijentom ovojnica
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5. Pseudogen

U citoplazmi stanice, unutar ribosoma, vrsi se proces translacije kodona sastavljenih

od tri nukleotida u aminokiselinu. Niz tako dobivenih aminokiselina tvori protein.

Tablica 1 prikazuje nacin pridjeljivanja aminokiselina kodonima.

AMINOKISELINE TRIPLETI NUKLEOTIDA-KODONI
Lys AAA AAG
Asn AAT AAC
Arg AGA AGG CGA CGG CGT CGC
Ser AGT AGC TCA TCG TCT TCC
ATA ATT ATC
START/Met ATG
hr ACA ACG ACT ACC
Gl GAA GAG
S GAT GAC
GGA GGG GGT GGC
Val GTA GTG GTT GTC
GCA GCG GCT GCC
TAT TAC
TGT TGC
TTA TTG CTA CTG CTT CTC

TTT TTC
CAA CAG

CAT CAC

CCA CCG CCT cCcCC

TAA TAG TGA

Tablica 1: Aminokiseline i odgovarajuci kodoni [3]

Ako se zanemare stop kodone, ostaje 61 kodon koji kodira samo 20 aminokiselina.
Ocito je da viSe kodona odgovara jednoj aminokiselini. Nije poznato po kojemu
klju€u se odlucuje koji ¢e triplet nukleotida sudjelovati u sintezi proteina, ali se
pretpostavlja da je razlog zasto nalazimo period tri unutar eksona, upravo u

preferiranju nekih kodona u odnosu na druge. [4]
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Pseudogen je umjetno stvoren niz nukleotida koji od pravog gena zadrZzava
nekodiraju¢a podrucja, a na temelju poznatog niza aminokiselina rekonstruira
eksone. Pritom se svakoj aminokiselini odgovarajuci kodoni dodjeljuju po uniformnoj
razdiobi, ¢ime se eliminira pristranost prema kodonima. Dobiveni pseudogen sugerira
da gornje objasnjenje nastanka perioda tri nije kompletno.

Takav umjetno stvoreni gen pokazuje periodi¢nost sa tri, ako i originalni gen, ¢ija smo
nekodiraju¢a podrucja iskoristili, takoder pokazuje periodi¢nost.

Za svaki gen vrijedi da je zbroj nukleotida u svim eksonima viSekratnik broja tri. To je
razumljivo jer samo eksoni kodiraju proteine, a svaka aminokiselina u proteinu
odgovara tripletu baza iz eksona.

Problem kod kreiranja pseudogena se javlja jer unutar jednog gena postoji viSe
eksona, ali broj baza po eksonu ne mora biti viSekratnik broja tri.

Pri kreiranju pseudogena kre¢e se od niza aminokiselina iz kojega se ne vidi koliko je
eksona sudjelovalo u njegovom stvaranju. Paralelno promatrajuci poznatu gensku
sekvencu mora se odrediti od koliko se eksona ona sastoji te baze unutar eksona
premijestiti tako da ukupan broj nukleotida u eksonu bude djeljiv sa tri. Time se
zapravo mijenja struktura gena, ali se ne utje€e na finalni protein koji se iz tog gena

proizvede.

Na slikama 61 do 63 prikazani su, redom, originalni gen F56F11.4 i njegove tri
slu¢ajno dobivene varijante. Analiza regija dobivena je uz koriStenje detektora s

kvocijentom ovojnica.
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Slika 61: Gen F56F11.4 i prva varijanta pseudogena F56F11.4

F56F11.4 i pseudogen F56F11.4
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Slika 62: Gen F56F11.4 i druga varijanta pseudogena F56F11.4

F56F11.4 i pseudogen F56F11.4
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Slika 63: Gen F56F11.4 i treca varijanta pseudogena F56F11.4
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6. Detektor temeljen na gradi introna

Broj introna i njihova duljina razlikuju se od gena do gena. Pokazuje se da Sto
je visi stupanj razvoja organizma to je broj introna veci. Medutim, svi introni posjeduju
slijedece jednake znacajke. PocCetak introna naziva se donorsko mjesto izrezivanja
(eng. donor splice site), a kraj svakog introna zove se akceptorsko mjesto izrezivanja
(eng. acceptor splice site). Donorsko mjesto izrezivanja uvijek poc€inje sa G, a u 99%
sluajeva ga slijedi T. U preostalih 1% slu€ajeva umjesto T dolazi C. Akceptorsko
mjesto izrezivanja je uvijek obiljezeno sa AG.[5] Izmedu te dvije toCke nalazi se
mjesto grananja (eng. branch site), na koje se spaja snRNP koji pokreCe izrezivanje.
Mjesto grananja je oblika CT(A ili G)A(C ili T).

donorsko akceptorsko
mjesto mjesto mjesto
izrezivanja grananja izrezivanja

I I Il
-l G(T/C) CT(A/G)A(C/T) AG -l

< INTRON >

Slika 64: Prikaz specificnosti eksona i granica izmedu eksona i introna

Te tri specificne tocke su, zajedno sa malim jezgrenim ribonukleoproteinima,
odgovorne za proces izrezivanja koji je obavezan za sintezu proteina. Na slici 65 je
prikazan pojednostavljen proces izrezivanja. Osnovna ideja je da se intron izdvoiji iz
lanca na donorskom i na akceptorskom mjestu izrezivanja, te se zatim slobodni
eksoni povezu tvoreci zrelu glasnicku RNK. Ovaj proces ubrzava i nadzire
makromolekula koja se zove spliceosome koja se sastoji od pet malih jezgrenih
ribonukleinskih proteina (snRNP-a) U1, U2, U4, U5 i U6 te od brojnih drugih proteina.
Signal za izrezivanje daje U2 koja se spoji na mjesto grananja i tada se prvo odvaja

donorsko mjesto izrezivanja te se preko mjesta grananja spaja sa akceptorskim
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mjestom izrezivanja. Time je intron potpuno spojen ,sam na sebe®, a eksoni se

povezu tako da se lijevi kraj jednog eksona poveze na desni kraj drugoga.[1o]

Slika 65: Pojednostavljeni prikaz procesa izrezivanja

Postavlja se pitanje ako su poznati pocetci i krajevi introna zasto se jednostavno
njihovim odredivanje ne odredi poloZaj eksona. Problem je u tome $to je prosje€an
gen sastavljen od 1500 do 6000 nukleotida, ali ima znatno duzih te je broj mogucih
kombinacija koje odgovaraju intronu na temelju njegove tri karakteristicne tocke
(akceptorsko i donorsko mjesto izrezivanja, te mjesto grananja) iznimno velik. Samo
za gen F56F11.4 duljine 6677 nukleotida dobije se 190218 moguéih kombinacija.
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6.1. Uvod u neuronske mreze

U ovom kontekstu neuronske mreze podrazumijevaju umjetne neuronske
mreZze. Njihov cilj je Sto vjernije imitirati rad bioloSke neuronske mrezZe. Neuronske
mreze se implementiraju na digitalnim racunalima opée namjene ili pomocu
specijaliziranih sklopova. Osnovna gradevna jedinica neuronske mreze je neuron.

Model neurona prikazan je na slici 66.

Skup ulaza x4

Xj, od kojih svaki ima
svoju tezinu wj ulaze u sumator k-tog

neurona. Sumator zbraja otezane

Yk ulaze i na taj nacCina racuna njihovu

i
linearnu kombinaciju U, ZsziXi .
i=1

Linearna kombinacija ulaza se uvodi u

Slika 66: Model neurona . .. . .
nelinearnu funkciju @ koja, ovisno o

zadanom pragu 6, , ogranicava izlaz

neurona na interval [0,1], tj. vrijedi da

je Y =¢u.—4).

Neuronska mreza je sli€na mozgu jer znanje stiCe kroz proces ucenja i koristi veze

medu neuronima za pohranu znanja.

Za razvoj detektora upotrebljena je jednoslojna neuronska mreza s povrathom
propagacijom pogreske. Kao aktivacijska funkcija u ulaznom sloju neurona se koristi
tangencijalno sigmoidna aktivacijska funkcija (tansig), a u neuronu izlaznog sloja

koristi se funkcija purelin.
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6.2. Detekcija intron-ekson i ekson- intron granica pomocu neuronske
mreZze

Te-Ming Chen et al. (111 su dokazali da su baze rasporedene u okolini
donorskog i akceptorskog mjesta medusobno zavisne i to 8 nukleotida lijevo i desno
od G(T/C) te 8 nukleotida desno i 26 nukleotida lijevo od AG. Njihova zavisnost
proizlazi iz samog procesa izrezivanja. Uklanjanje introna vrSi se posredstvom
ribonukleoproteina iz spliceosoma. Oni, kako sam naziv kaZe, u svom sastavu sadrze
nukleotide koje se u okolini mjesta izrezivanja spajaju sa nukleotidima koji Cine gen
nepostivaju¢i nacine uparivanja koji vrijede za tvorbu spiralne strukture DNK
molekule. To znaci da se sve se baze mogu medusobno uparivati tvoreci veze
razliCite jacine.

Ta povezanost nije o€ita, pa se namece ideja upotrebe neuronske mreze koja bi na
temelju u€enja na primjerima to¢nih i neto¢nih mjesta izrezivanja vracala 1 ukoliko je
nepoznato mjesto izrezivanja to€¢no, a 0 ako nije. Svi primjeri gena i odgovarajucih
mjesta izrezivanja kojima je stvorena baza za treniranje, validaciju i testiranje uzeti su

sa sljedecih internetskih baza www.wormbase.org i www.genedb.org. Baza je

stvorena od 205 razli¢itih gena.

Umjesto karaktera a, c, ti g kojima je opisan gen, svakom je karakteru pridruzen

jedan cijeli broj prije ulaska u neuronsku mrezu, redom 1, 2, 3 i 4.

Ucinkovitost mreze ocjenjuje se iz postotka krivih mjesta izrezivanja koja su
proglasena to¢nima (eng. false positive FP) te postotka ispravnih mjesta izrezivanja
koja su proglasena neto¢nim (eng. false negative FN). Postotak FN i FP se

izraunava na nadin :

FN[%]=— I )
broj FN +broj TP
FP[%] = broj _FP (6)

broj FP+broj TN’
gdje je TP broj ispravno detektiranih toénih mjesta izrezivanja, a TN broj ispravno

detektiranih neto¢nih mjesta izrezivanja.
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6.3. Opis rezultata

Skupovi znaCajki se razlikuju za akceptorska i za donorska mjesta izrezivanja.

Bazu donorskih mjesta izrezivanja Cini 1462 to¢nih mjesta izrezivanja, 36476
netoCnih mjesta izrezivanja. Broj neto¢nih je veéi od broja to¢nih, jer to odgovara
situaciji u prirodi. Medutim, takva velika razlika izmedu broja to€nih i netoénih
sprije¢ava neuronsku mrezu da pravilno nauci. Punjenje baze s jo$ viSe uzoraka,
rezultiralo bi samo daljnjim neproporcionalnim rastom razlike izmedu to¢nih i
netoCnih. Zato, iako se time zaobilazi prirodni raspored, bazu treba umjetno
nadopuniti to€nim uzorcima i to ponavljanjem onih koji se ve¢ u bazi nalaze. Treba ih
nadodati toliko da omjer broja to€nih i neto€nih mjesta izrezivanje bude otprilike 1:1.
To za gornji konkretan slu¢aj znacdi da ¢e se baza to¢nih mjesta izrezivanja ponoviti
25 puta unutar cijelog skupa donorskih mjesta izrezivanja koji sluzi za treniranje,
validaciju i testiranje mrezZe. Tako dobivena baza donorskih mjesta izrezivanja sadrzi
73026 uzoraka dimenzije 16. Upotrijebljena neuronska mreza za odredivanje
donorskih mjesta izrezivanja se sastoji od 16 neurona u ulaznom sloju i 1 neuron u
izlaznom sloju. Prag osjetljivosti postavljen je na vrijednost 0.5. Dobivena vrijednost
FN je 4.8 %, a srednja vrijednost FP je 10.2 %. Uz ovako odabran prag postotak
FP-a je veci od postotka FN-a, ali to je u redu je jer se pretpostavlja da Ce se slucaj
lazno to¢no proglasenog mjesta izrezivanja moci lakSe rijeSiti nekom naknadnom
obradom.
Bazu akceptorskih mjesta izrezivanja C€ini 1476 toCnih mjesta izrezivanja, 46589
netoCnih mjesta izrezivanja. Broj to¢nih mjesta treba ponoviti 32 puta da bi broj to¢nih
i neto€nih akceptorskih mjesta izrezivanja postao ujednacen. Time se dobije ukupna
baza od 95927 uzoraka dimenzije 34. Neuronsku mrezu ¢€ine 17 neurona u ulaznom
sloju i 1 neuron u izlaznom sloju. Prag osjetljivosti postavljen je na vrijednost 0.5. Uz
tako odabrani prag srednja vrijednost FN na testiranim uzorcima je 3.6%, a srednja
vrijednost FP je 6.9 %.
Na donjim slikama 67 do 70 prikazani su zajedni¢ki rezultati detektora s kvocijentom
ovojnica i neuronske mreze. lako niti jedan od njih samostalno ne odreduje precizno
regije, njihovi izlazi se nadopunjuju i moze se dobiti dobra predodZba o poziciji
eksona.
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Neuronska mreza i detektor s kvocijentom owojnica na K12C11.1 Neuronska mreza i detektor s kvocijentom owojnica na ZK328.2
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Slika 67: Neuronska mreza i detektor s kvocijentom Slika 68: Neuronska mreza i detektor s kvocijentom
ovojnica primijenjeni na gen K12C11.1 ovojnica primijenjeni na gen ZK328.2
Neuronska mreza i detektor s kvocijentom ovojnica na F31E35.1 Neuronska mreza i detektor s kvocijentom ovojnica na C02F12.5
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Slika 69: Neuronska mreza i detektor s kvocijentom

L L Slika 70: Neuronska mreza i detektor s kvocijentom
ovojnica primijenjeni na gen F31E35.1

ovojnica primijenjeni na gen C02F12.5
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6. Zakljucak

Opisane metode su uspjeSne u svojim zadanim okvirima i uz realna
ograni¢enja koja su im postavljena. Nije realno oCekivati da ¢e besprijekorno raditi za
svaki gen niti da Ce rezultati biti nedvojbeno to¢ni. Njihov cilj je bio dati granice unutar
kojih ¢e se vjerojatno nalazi kodiraju¢e podrucje, bilo to ispitivanjem samih eksona ili
odredivanjem mjesta izrezivanja. Bitno je primijetiti da metode bazirane na eksonima
i one bazirane na svojstvima nekodirajucih podrucja nisu medusobno iskljucive, vec
da bi se naprotiv mogle uspjesno spojiti u sustav koiji bi tako iskoristio njihove
prednosti i vrlo vjerojatno davao bolje rezultate.

Ovako dizajnirana neuronska mreza rezultat je potpuno eksperimentalnog pristupa
pri odredivanju broja uzoraka koji €ine bazu za treniranje, validaciju i testiranje.
Povecanjem broja razliCitih uzoraka u bazi, rezultati bi se trebali jo$ poboljSavati.
Takoder trebalo bi se posvetiti smanjivanju dimenzionalnosti vektora znac¢ajki, $to u
ovom radu nije obradeno, a takoder bi moglo donijeti odredeni napredak, barem §to
se tiCe smanjivanja vremena potrebnog za obradu rezultata.

Detektor temeljen na pronalazenju regija s periodom 3 ima realno ograni¢enje ako
testirani gen ne pokazuje takvo svojstvo i tu nema pomoci. Medutim, stvar na kojoj
treba raditi je slu€aj u kojemu periodi¢nost sa tri pokazuju i nekodirajuce i kodirajuée
regije. Taj problem bi se mogao rijesiti naknadnom obradom rezultata. Da je to
ispravan nacin moze se zakljuciti iz slu€ajeva gena analiziranih nadogradenim
detektorom s kvocijentom ovojnica. Ugradnja nelinearnog prozora nikako nije idealna
metoda naknadne obrade rezultata jer podrazumijeva predznanje o veli€ini eksona
kojega pokuSavamo otkriti. Ona sluZi za ilustraciju da je moguée na razini binarnih
sekvenci baza eliminirati periodi¢nost koja nastaje zbog introna i time rijeSiti problem
periodi¢nost u nekodiraju¢im regijama.

Upravo na kombiniranju svih dostupnih znanja se u danasnje doba i baziraju alati za
analiziranje i predikciju gena, poput GENSCAN-a. [13] Stvaranje takvog sustava uz
poboljSanja i razvoj gore obradenih metoda, trebalo bi biti osnova daljnjeg
istrazivanja.
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