Anotacao de genomas



Predicao de novo de genes

* Conforme vimos na aula anterior o simples sequenciamento de
um genoma de um organismo eucarioto nao fornece de modo
imediato a informacao sobre as proteinas que sao codificadas

* O sequenciamento de moléculas de mRNA, seja via estratégia
de sequenciamento de ESTs ou moléculas inteiras, permite
que haja esta deducao. No entanto normalmente nao existem
seqUéncias suficientes para a deducao de todos os genes de
um organismo.

* Devido a isso desenvolveu-se algoritmos para a predicao de
genes a partir da sequéncia genomica a partir do
reconhecimento de padrdes de sinalizacao de splicing e de
caracteristicas de sequUéncias codificadoras para proteinas



Predicao de novo de genes

* |nicio e termino de genes sao
realizados através da busca de
elementos como TATA-box (inicio de
transcricao) e sinais de poli-
adenilacao (final de transcricao)



Predicao de novo de genes

Less likely hypothesis More likely hypothesis

Intro Intron . i Intron Intron
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..CTC GTAAGR TAGATACTTGTCTGC. .. .. .CTC GTAAGR TAGATACTTGTCTGC. ..

Intron end Intron start

sealhl é@s

Reconhecimento de padrao de splicing- Busca por sitios candnicos de splicing
determinados a partir de exemplos reais

Além disso busca-se sequéncias que possuam um quadro de leitura aberta
(ORF) compativel com a estrutura do gene



Predicao de novo de genes

Less likely hypothesis More likely hypothesis

Intron
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AGATACTTGTCTGCCAC " . ATACTTGTCTGCCACC

AGGTATTTATCTGCTAC “ea GGTATTTATCTGCTACTC

& Less likely hypothesis More likely hypothesis

Intron
middle
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GATACTTGTCTGCCAC!

'AG_TATTTGTCTGTTA - A\TTTGTCTGTTACC

= Exon wp - L

Comparagéo com seqUéncias de genoma de outros
organismos relacionados pode ajudar a selecionar regioes
codificadoras de proteinas. Fatores evolucionarios tendem
a fazer com que regides codificadoras tenham uma maior
conservacao entre organismos e terceira base do codon
tende a ser a mais variavel.



GeneScan
|?_

For information about Genscan, click here

T

This server provides access to the program Genscan for predicting the locations and exon-intron structures of genes in genomic sequences from

This server can accept sequences up to 1 million base pairs (1 Mbp) in length. If you have trouble with the web server or if you have a large num
this page) or use the GENSCAN email server. If your browser (2 g, Lynx) does not support file upload or multipart forms, use the older version.

BR4 Suboptimal exon cufoff (optional):

Sequence name (optional): _

IS sigyastita Predicted peptides only

Upload your DNA sequence file (one-letter code, upper or lower case, spaces/numbers ignored): _

Or paste your DNA sequence here (one-letter code, upper or lower case, spaces/numbers ignored):
ATTTCCAGTCATGGATGCGRAGGTARGTTTCATATTGTITTITIITTIGTITARATTACTTITATTACTTACTIACT

To have the results mailed to you, enter your email address here (optional): _
Run GENSCAN

Back to the toj



Parameter matrix: HumanIso.smat

Predicted genes/exons:

1.03 P1lyA - 63 58 6
1.02 Term - 664 428 237
1.01 Init - 6863 6696 168
1.00 Prom - 94594 9455 40
2.00 Prom + 10132 10171 40
2.01 Imit + 12862 12921 60
2.02 Imtr + 14220 14360 141
2.03 Imtr + 14470 14550 121
2.04 Intr + 15320 15387 18
2.05 Intr + 15975 16279 305

Click here to view a PDF image of the predicted gene(s)

GeneScan
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Click here for a PostScript image of the predicted gene(s)

Predicted peptide =sequnence (s):

>07:32:59|GENSCAN predicted peptide 1|134 aa
MENVEALDSREVVLWNS SAAVRIHDPALTRFEPRTYINIVGCRLSGLSVECSGARLRFFS
TIDEHSGSDADVRARIGKARARYSQOLNNIWNSKQLSVHNOOKDLNFQYKCQDSSTVHGVNL

ENYESHHPEDTSVY

>07:32: 59| GENSCRN predicted peptide 2|235 aa

MTIEKLVDGVESRLSMITTTRCDDSKEVFLS DNQHDNDAAFTQGGVRLEEVDPENSHLALS
HGYPSPAVIKTTSNPISFSSTSRRTLPRCGRPGSDISPHTRNCTRDQDEQPDERSEEREE
DEAKRNEMTCSGEDSSAGYTCISELMFTLRWTRTQHLSLQTSSRYPLGHGVLITTCLEFNG

178
149

64
131
35
170
56

VIFENSFSIVRLNLLIDVFRITACQSLIGIREYCAYCCLDIALTHKHCHACEFMN

.037
. 361

- 423
-T16
693
-985
172

.05
.38
.35
.73

=20
.40
.03
-15
.80
.28

Prom- seqléncia promotora
PlyA- sinal de poliadenilacao
Init- exon inicial

Term- exon terminal

Intr- exon interno

P.... -probabilidade do exon

Escores:

>100- forte;
100-50 modrado;
50-0 fraco;

<0 improvavel



GeneScan

Probability| Predicted Accuracy Class

Range Exons | Exactly Correct| Partially Correct| Overlapping| Wrong
0.00 - 0.50 248 20.8% 27.8% 4.0% 38.3%
0.50 - 0.75 362 54.1% 26.2% 2.2% 17.4%
0.75 - 0.90 337 74.8% 16.0% 1.2% 8.0%
0.90 - 0.95 263 87.8% 6.1%0 0.4% 5.7%
0.95 - 0.99 551 92.4% 3.4% 0.2% 4.0%
0.99 - 1.00 017 97.7% 0.9%4 0.0% 1.4%

Total 2,678 80.6% 9.7% 0.9% 8.8%




Elementos repetitivos

Conforme visto anteriormente o genoma de organismos eucariotos
possui uma grande fracao de seu genoma composto de elementos
repetitivos.

Elementos repetitivos muitas vezes possuem repeticoes de padroes e
por isso nao comportam-se como seria esperado para uma sequéncia
randdmica

Devido ao fato de grande parte destes elementos repetitivos serem
derivados de elementos de transposicao espera-se que alguns deles
ainda apresentem regides codificadoras que podem confundir os
programas de predicao de genes

Por isso antes da predicao de genes é necessario realizar uma
mascaramento da seqliéncia genomica que retire os elementos
repetitivos da analise de predicao de genes



Elementos repetitivos

— il

l Transposi¢ao

—i— . — .
l Mutagéao

—i— . —

l Preditor de genes

b Regido de elemento repetitivo designado
como exon de um gene

Elementos de transposicao podem se
inserir nos introns de genes.

Como nao sao essenciais para 0s
organismos estes elementos tendem a
sofrer mutacoes que trunca sua
mensagem gerando pequenas ORFs

Algumas destas ORFs podem ser
confundidas pelo programa de predicao de
genes como sendo exons validos deste
gene devido ao seu potencial de
codificacao.



Repeat masker

* Ferramenta que compara

Systems

Biology  RepeatMasker Web Server sequéncias contra um banco
de dados pré-existente

2.6 ( RMLib: 20080801 )

contendo elementos
repetitivos previamente
descritos de diversos
organismos

* Busca também repeticdes
simples que consistem na
repeticao continua de
motivos simples




Repeat masker

cocim * Sumario mostra os elementos
o detectados bem como o

; numero de bases ocupadas por
estes elementos

LTR elements:

Harbinger
her (Mirage,
P-element, Transib)

Rolling-circles

Small RNA:

ellites:

Simple rep
Low complexit




Repeat masker

TAGALAGRACTTATATTTACCARAACARGTTTGATARATTTGTGT GAGRR
ACGRTICGIGITICARATGGARGGGCTGTAGTITAGTACRAARATATGTGTGE
TTCRAT T. GACTATATATATATARCCATATTATGTGAATGALRA
GICALACCTCATATAGTTCGATTCATARAGTCTACTGATGGAGTTIGCTG
TATTATTCTTGATTACATCTATATACTCGATTGETARGTGARRATGAGTT
TTTTAAGATTATACATGTAATCAGARGGGGTTTTGTGGAGATTITCTGTAT
TTITICATAGTTGARATCATGAGTCCATTGAAGCTAGRCCACCATGARALD
CLCL A CTGEACGECCETTITCGTCCTATIGTAGGRCTR LLCLG
GRTCCCTCCTCGCGAGCRAGATTCGRACCCAGGACCTAC
GITGGATACCAGCCGGCTCAGTGEICTATCGGTHN
HHNNNNNHNGACTCATGATTTCRACTATGATTATACTTATAGCTARCRAATR
ATGATATTITARTGRAGARTATCTITIGARTGRATRARATTACTITITGRTTT
ACCTITAAARATTGCCTTATCTGAATTARCTAGGAARGGATTAGARACAT
TATALCCRLLTE LTCRATCIATATGGCATTIATTGATTTIGIGRTGTRE
CICAGITATAT AGTCGGAAT GIATGARATTAGTACTACATCG
AGGETGCATTATTATCTGRATTALL AL A TGATGGGATCTTGATARGTRLG
ARATTTCAAGTGRAARATGGARTTTARARCGATGTACAGATATTTCGACAR
TTCTAAGCTATTATTCTGAATCRATTACATTACTITITGRATTCCCACTA
GICATACAGTAGGTATATGRAGTGCTCAGTTTGRARACAGTTCTITATTATT
ATTCANNNNNHNNNHNNNNHNN NN NN NN NN NN NN NN N
LRI IR IR IR IR RIS IR ISR IR IR IR IRl e
HHNNNNHNNNNNHNNN AN NN NN NN NN NN NN NN NN N
NN N N N N N N N M N N N N N NN N N
HHNNNNHNNNNNHNNN AN NN NN NN NN NN NN NN NN N
NN NN N N N NN T AT TATTGTGAGCTTTATTICAR
TGTAATATTITAGIG TATAGACTICICATTIA GIATIT
GITICCGITICTICITACTICITCGICGATCCTARCGETARATATTITAGT
GATTGACRGTTAGRAGTTAGTAGTCCAGTCRAATCAACTTCTARGCRATGT
ACATIGITITCGCTGCATATTGCCAGCARCCACGRTRATCICTGATIGTAC
TTATIGTAACATITACAGCGAARGGTTGTACACTITICAGAAACGCACCT

TTAGATRAACTTIGITGARATA BGATGRACGGGAACAGGETAG BAGTG
TTCARGTAGGTCGCCGAGTTTA ATRLATAGGATTTGRATTGGTGGAT
TACTGATTATCGT ATTTITTATIGRALACCGAGTITCACTGATTGIGR
ATTTTGACATCTTATCATATTTCTTAGTGATALATTARATGARATARARCE
TTCGCTITIATATCTAATTITCCGCTCGARTTTTAGCTTARACEATTTICRAAT
ATANNNNNNNHNNNHNH NN NN NN NN NN NN NN N
NN TCRTTCATTTATTGATTATATATATGARTATCTITATAGGTIGATR
GTARLGAGGAGTGARLATAGGTGACATATAGGTATATGTITIGTTCTATT
ACAGRRCTCATICARTGACTRCATACTGTICGTATATRCTICCGIGEIGITE
ATGTITGIARTGTARCTIGRAATTCTTAATAATTITICAGTITAGCATGICA
TAACTACTCATRATARGTGGTCTACATARATCCATATRAGTAGTATATAGT

Nova sequéncia é fornecida ao
usuario contendo Ns no lugar das
bases dos elementos repetitivos.

Isso permite que programas de
predicao de genes ignorem estas
bases, mas a informacao de
estrutura deste segmento de DNA
nao é perdida



Anotacao de genomas

Uma vez descrito a sequéncia do genoma de um organismo e
realizada a anotacao dos genes presentes obtemos uma extensa
lista de potenciais transcritos. Como vimos anteriormente é
necessario adicionar anotacoes de funcao para que esta lista possa
ser informativa em relacao aos diversos processos que estas
proteinas estao mediando.

Este tipo de anotacao deve fornecer dados que permitam a
comunidade cientifica (muitas vezes nao especializada em
genomica) realizar buscas de genes de interesse em seus trabalhos

Devido ao alto numero de sequéncias muitos dos processos devem
ser automatizados em um primeiro momento, para permitir
rapidamente com que o banco seja disponibilizado para
comunidade cientifica realizar suas buscas



Genome Browser

UCSC Genome Browser on Human Dec. 2013 (GRCh38/hg38) Assembly

move <<< << >>> | Zoomin| 1.5x 3x 10% base | zoomout| 1.5x 3x 10x 100x

chr19:51,517,819-51,531,670 13,852 bp ‘ . e symbol, HGVS or s |

A
E
D
Al

| 5747
Ling for genome.ucsc.edu...



Anotacao de genomas

Human Gene SIGLEC6 (ENST00000346477.7) Description and Page Index

Description: Homo sapiens sialic acid binding Ig like lectin 6 (SIGLECS), transcript variant 2, mRNA. (from RefSeq NM_198845)
RefSeq Summary (NM_198845): This gene encodes a member of the SIGLEC (sialic acid binding immunoglobulin-like lectin) family of proteins. The encoded transmembrane
receptor binds sialyl-TN glycans and leptin. Placental expression of the encoded protein is upregulated in preeclampsia. [provided by RefSeq, Jul 2016].
Gencode Transcript: ENST00000346477.7
Gencode Gene: ENSG00000105492.16
Transcript (Including UTRs)
Position: hg38 chr19:51,519,525-51,531,717 Size: 12,193 Total Exon Count: 7 Strand: -
Coding Region
Position: hg38 chr19:51,520,082-51,531,648 Size: 11,567 Coding Exon Count: 7

LN LGV Sequence and Links | UniProtKB Comments RNA-Seq Expression | Microarray Expression
RNA Structure| Protein Structure Other Species GO Annotations mRNA Descriptions |Pathways

Data last updated: 2019-09-04

- | Sequence and Links to Tools and Databases

Genomic Sequence (chr19:51,519,525-51,531,717)
Rescome _sunodSoURCE UnProwe |||




Anotacao de genomas

Apesar deste tipo de anotacao fornecer uma funcao
inferida do produto génico, ela apresenta alguns
problemas:

-nem sempre é obvio para um nao-especialista a funcao exata e
contexto no qual atua a proteina codificada a partir do nome desta

-Pesquisadores buscando entender processos necessitam primeiro
realizar uma busca bibliografica para identificar os genes envolvidos
em tais processos para entao realizar uma busca no banco

-Muitas proteinas possuem nomes que sao muito pouco informativos

-O nome dado as proteinas e dominios protéicos nao é padronizado,
sendo que muitas vezes a mesma proteina pode ter diversas
denominacoes, o que pode gerar confusoes



Anotacao de genoma

 Deste modo, a agregacao de anotacoes adicionais que
indiguem claramente ao pesquisador a funcao e outros
atributos do produto proteico é desejavel

* Um dos problemas para anotacao de genes é que um
mesmo processo pode ser descrito através de diversos
termos. (por exemplo, traducao e sintese de proteinas)

* Deste modo surgiram novos métodos de anotacao para
tentar suprir esta deficiéncia na anotacao de genomas



Gene ontology (GO)

WoraNet - Cite s Source - 5nare This

ontology

oL
1. (computer science) a rigorous and exhaustive organization of some

knowledge domain that 1s usually hierarchical and contains all the
relevant entities and their relations
2. the metaphysical study of the nature of being and existence




Gene ontology (GO)

* Serie de vocabularios controlados que apresenta uma
relacao hierarquica entre si.

« Através do uso deste termos € possivel gerar diversas
descricdes do produto de um dado transcrito que podem
ser buscadas através de palavras chaves ou navegando por
uma arvore de termos

* Vocabulario descreve fendbmenos moleculares e nao objetos
moleculares, nao sendo substituto de outras anotacoes
mais tradicionais



Gene ontology (GO)

(1 all : all [252236 gene products] B

B 0:0008150 : biological_process [165578 gene products]
g9 p 9 P
B Go:0005575 : cellular_component [173533 gene products]

H Go0:0002674 : molecular_function [164509 gene products]

* Dividido em trés categorias principais:

Processo bioldgico- Indica associacao a eventos gerados a partir de um ou
mais conjuntos ordenados de funcdes moleculares (ex. transporte de
lipideos, geracao de gametas, quimiotropismo)

Componente celular- Indicaria a possivel localizacao do produto protéico (ex:
nucleo, reticulo endoplasmatico, proteassomo)

Funcao molecular- descreve atividades que ocorrem a nivel molecular (ex:
transporte de lipideo acoplado a atividade ATPasica , atividade receptora

de GABA)



GO Tree browser

-1 all : all [250922 gene products]
B G0:0003674 : molecular_function [163897 gene products]
H G0:0005488 : binding [45764 gene products]
G0:0043176 : amine binding [289 gene products]
H G0:0042166 : acetylcholine binding [70 gene products]
H ¢0:0015464 : acetylcholine receptor activity [62 gene products]
GO:0042165 : neurotransmitter binding [235 gene products]
H G0:0042166 : acetylcholine binding [70 gene products]
H G0:0015464 : acetylcholine receptor activity [62 gene products]
G0:0030594 : neurotransmitter receptor activity [218 gene products]
H G0:0015464 : acetylcholine receptor activity [62 gene products]
H G0:0060089 : molecular transducer activity [7611 gene products]

GO:0004871 : signal transducer activity [7611 gene products]

B G0:0004872 : receptor activity [5255 gene products]
H GD:0030594 : neurotransmitter receptor activity [218 gene products]
GO0:0015464 : acetylcholine receptor activity [62 gene products]
H G0:0004888 : transmembrane receptor activity [4439 gene products]
GO0:0015464 : acetylcholine receptor activity [62 gene producis]

O mesmo termo pode derivar de diferentes termos “pais”



Deteccao de GOs com
representacao aumentada

Comparacoes de dois conjuntos de transcritos
diferentes (como transcritos expressos em
tecidos diferentes) podem ser analisados em
temos da diferenca representatividade de termos
de GO.

Este tipo de comparacao busca definir termos de
GO enriguecidos em determinado conjunto.

Calculos estatisticos devem ser realizados para
avaliar significancia dos resultados.



Deteccao de GOs com
representacao aumentada




KEGG

Kypip Encyelopedin of
K eiNed Gatotins

Get Entry

KEGG Home
KEGG: Kyoto Encydopedia of Genes and Genomes

A grand challenge in the post-genomic era is a complete computer
representation of the cell, the organism, and the biosphere, which will enable
KEGG Identifiers computational prediction of higher-level complexity of cellular processes and
organism behaviors from genomic and molecular information. Towards this
KGML end we have been developing a bioinformatics resource named KEGG as part
of the research projects of the Kanehisa Laboratories in the Bioinformatics
KEGG API Center of Kyoto University and the Human Genome Center of the University

KEGG ETP of Tokyo.
KegTools . . .
Main entry point to the KEGG web service
KEGG2 KEGG Table of Contents Update not

Data-oriented entry points
KEGG Atlas Global maps of cell/forganism functions
KEGG PATHWAY  Pathway maps : thway modu
KEGG BRITE Functional h nd ontologies
KEGG GENES Genorm es, 5, and orthologs
KEGG LIGAND i gly

Organism-specific entry points

KEGG Organisms mpl

Subject-specific entry points
KEGG DISEASE ne/molecule bas e information resource
KEGG DRUG ‘hemical structure ba drug information resou
KEGG GLYCAN i
KEGG COMPOUND ical compounds
KEGG REACTION ; f i : | ctions
KAAS




Kypto Encyclapedia af
Ges45 and Genomes

KEGG Get Entry

KEGG Home
Introduction

KEGG: Kyoto Encycdopedia of Genes and Genomes

A grand challenge in the post-genomic era is a complete computer .

representation of the cell, the organism, and the biosphere, which will enable 1. Metabolism
KEGG Identifiers computational prediction of higher-level complexity of cellular processes and

organism behaviors from genon and molecular information. Towards this 1.1 Carbohydrate Metabolism
KGML end we have been developing a bioinformatics resource named KEGG as part

of the research projects of the Kanehisa Laboratories in the Bicinformatics
KEGG API Center of Kyoto University and the Human Genome Center of the University

KEGG ETP of Tokyo.

KegTools
& Main entry point to the KEGG web service
KEGG2 K Table of

& Data-oriented entry points
obal maps of

KEGG GENES
KEGG LIGAND

&' Organism-specific entry points

KEGG Organisms S

& Subject-specific entry points
KEGG DISEASE ule nformation
KEGG DRUG ucture based drug information Y o
KEGG GLYCAN Sulfur metabolism
KEGG COMPOUND Know for bi : -3 Lipid Metabolism
KEGG REACTION  Know f : i ) i Lipids

* Possibilidade de pesquisar uma via metabdlica
determinada



KEGG Pathways

» Utilizacao do numero E.C. (Enzyme Comission),
sistema de classificacao estabelecido

Top-level EC numbers?]

Enzyme example(s) with trivial
Group Reaction catalyzed Typical reaction ¥ plefs)

EC1 L i AH 4+ B — A + BH (reduced)
Oxidoreductases To catalyze oxidation/reduction reac ) g ) A+ 0 A

\ Dehydroger
oxidized) ehydroge

EC2 Transfer of a functional group from one substance to another. The group may be methyl-, acyl-, amino- or pho:
Transferases |group
EC3
Hydrolases
EC 4
Lyases
EC5
Isomerases

AB+C—=A+BC Transaminas
Formation of two products from a ate by hydro

MNon-hydrolytic addition or removal of groups from substrat

Intramo le rearrangement, i.e nerization cha vithin a single molecule AB — BA

EC6 . X+ Y+ ATP — XY + ADP +

i Join together two molec 5 new C-O, C-8, C-N or C-C bon ] aneous breakdown of ATP )
Ligases = i Pi




KEGG Pathways

SIS ainaionin hyrotases. * Nomenclatura possui

frismesmionie ridolesss quatro niveis

Erosznoris arolases. hierarquicos sendo
gue o primeiro nivel

divide entre as seis

familias principais

1.
1.
1.
1.
1.
1.
1.
1.
1.
1.
1.
1.
1.
1.
1
1
1
1
1
1
1

: and tripeptidyl-peptidases.

R O T T R Y Y Y Y Y O L T I 7



[ Pathway menu | Pathway entry ]

Homo sapiens (human)

A
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Comparando vias entre
especies

Homo sapiens Aspergilus fumigatus (fungo
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Nao utiliza E.C.s pois nao se trata de atividade enzimatica
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