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ABSTRAKT

Préace se zabyva mobilnimi genetickymi elementy. Je zaméfena na jejich vlastnosti vyuzitelné
pro jejich detekci. Zaroven se vénuje problematice transformace symbolické sekvence

do numerické formy.

Jsou vysvétleny klasifikace mobilnich genetickych sekvenci, popsany zéakladni typy
mobilnich genetickych sekvenci, principy numerickych map a detekce v symbolické

reprezentaci

Je zpracovana konverze symbolickych genetickych sekvenci dle zvolené numerické mapy
a provedena analyza vlastnosti mobilnich genetickych elementti v numerické reprezentaci pro

navrh detektoru. Na zavér je vytvorena knihovna motivii pouzivana navrzenym detektorem.

KLICOVA SLOVA

Mobilni genetické elementy, bakterie, inzercni sekvence, transpozon, numerické reprezentace,
detektor

ABSTRACT

Mobile genetic elements are occupied by this project. It is aimed at their features, which can
be used for their detection. It also deals with issue of conversion of symbolic sequence into

numerical form.

Classifications of mobile genetic elements are explained, basic types of mobile genetic
sequences are described, and principles of numerical maps and detection in symbolic

represetation are also clarified.

Conversion of symbolic genetical sequences by chosen numerical map and calculation of
normalized correlation values for set of mobile genetic elements are compiled. Analysis of
the mobile genetic elements properties is performed for design of detector. The library of

themes is created at the end for usage by designed detector.

KEYWORDS

Mobile genetic elements, bacteria, insertion sequences, transposon, numerical representation,
detector
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Uvod

Zakladni dogma bylo a je jednim z hlavni principt genetiky. Podle néj je v potradi nukleotidu
uchovana genetickd informace. Odtud je prepisem do molekuly mRNA nasledné tato
informace pfeloZzena do pofadi aminokyselin na ribozomu. Dnes jiz vime, ze dogma ma
nékolik odbocek. Jednou z nich je i neménnost genetické informace. Geneticka informace
totiz muze byt zménéna nebo dokonce poskozena (mutovana). Kromé mutaci méni knihovnu

genll organismu i takzvané mobilni genetické elementy.

Mobilni genetické elementy jsou specifické sekvence genomu schopné se mnozit
a vkladat do jinych oblasti genomu. Jsou dnes hodné prozkoumavanou oblasti bioinformatiky
a genomiky vzhledem k jejich velkému vlivu na variabilitu genomu. Béhem poslednich péti
desetileti byly objevovany postupné rtizné typy mobilnich genetickych elementi a nékteré
z nich velice nedavno. Lze tak predpokladat, ze se jejich fady budou dale rozsifovat.

V sekvenci mobilnich genetickych elementi mohou byt zahrnuty i geny pro ruzné
vedlejsi vlastnosti. Naptiklad u bakterii je velice Casto pfitomen gen umoziiujici rezistenci
k antibiotikiim. A diky jejich schopnosti rychlého pfenosu a kopirovani predstavuji riziko pro
zdravi Clovéka. Navic jejich mnozeni a pienos je Castéjsi v bakteridlnich genomech nez

v eukaryotickych.

Doposud bylo implementovano plno odlisnych algoritmii pro detekci rtiznych typu
mobilnich genetickych algoritmti. [1] Kazdy sriznou mirou spolehlivosti a riznymi
parametry pro detekci. Tyto detektory jsou velice citlivé i na nepatrnou zménu parametri. Az
na vzacné vyjimky operuji vSechny v symbolickém zépisu genetické sekvence, coz velice
omezuje moznosti analyzy a mnozstvi pouZitelnych algoritmd. Cislicové zpracovani signalt
nabizi mnohem vice odlisSnych metod a algoritmt pro analyzu, klasifikaci nebo detekci nejen
v biologickych signalech. Ackoliv stale pfevlada analyza v symbolické reprezentaci gentické

sekvence, zacCinaji se zkouset i nastroje Cislicového zpracovani signald.

Tato prace se zabyva analyzou alternativni moznosti detekce mobilnich genetickych
elementd v genomickych signalech. Diky dnes dostupnym sofistikovanym numerickym
mapam lze transformovat symbolickou sekvence do numerické za zisku genomického signalu.
Zde jiz lze uplatnit prostiedky Cislicového zpracovani signali. Vzhledem k nizsi uspéSnosti
detekovani mobilnich genetickych elementi v symbolickém zapisu genetické sekvence [1] se
nabizi moznost prozkoumat i pouziti metod Cislicového zpracovani signalt, kterym se tato
prace vénuje. Na zakladé poznatka ziskanych analyzou genomickych signalt a jejich casti

odpovidajici mobilnim genetickym elementiim ptedstavuje i novy nastroj pro jejich detekci.



1 Bakterie

Prokaryotické jednobunécné organismy muizeme rozdélit do dvou domén — bakterie a archea.
prostiedich. Patfi mezi nejrozsifenéjs$i organismy na planeté, dokazi zit v pude€, v oceanu,
ve viidlech (85°C) i v lidském organismu. Neékteré jsou prospé$né pro cCloveéka, naptiklad
Escherichia coli v tlustém stieve travi cukry s tvorbou kyseliny mlééné a vitaminu B, jiné jsou
oproti tomu Skodlivé a zplisobuji rizna onemocnéni. Mezi nejvice diskutovany dnes patii
MRSA (methicillin-resistant Staphylococcus aureus) a VRSA (vancomycin-resistant

Staphylococcus aureus), jelikoz disponuji rezistenci na nejvice pouzivana antibiotika.

Na povrchu je bakterie ohranicena bunécnou sténou a cytoplazmatickou membranou,
avSak vnitfnim organelam ohraniCeni biomembranou chybi. VétSina bakterii ma zahrnuty
peptidoglykan do bunécné stény. Dovoluje to rozliSeni bakterii na grampozitivni
a gramnegativni, kdy grampozitivni maji vice peptidoglykanu na néjz se navaze vice

krystalové violeti.

Na rozdil od eukaryotické jaderné DNA, ktera je ulozena v jadre s dvojitou jadernou
membranou, bakteridlni jadernda DNA je uloZena voln€ v cytoplazmé vypliujici vnitini
prostor bakterie. Tento nositel genetické informace je tvofen jedinou dvousroubovici stoCené
do kruhu — nukleoid. Je asi tisickrat del$i nez buiika samotna a proto je dale poskladana
do smyc¢ek az vznikaji pentlicové struktury.

Tvorba esencialnich bilkovin probiha ve sférickych ribozomech. U nékterych buriek
muiizeme nalézt i plazmidy, coz jsou dalsi malé kruhové nebo linearni molekuly DNA schopné
autoreplikace. Pro burnky jsou postradatelné, jelikoz nesou dopliikovou informaci. V mnoha
piipadech se jedna o vyhodu ve formé rezistence k antibiotikim, schopnosti vytvaret vlastni
antibiotika nebo urCeni patogenity bakterii. [2] Oproti tomu bunice bakterie chybi
mitochondrie, plastidy, endoplazmatické retikulum a mnoho dal§ich organel, jez nalezneme
v eukaryotické burce.

Dle vySe uvedenych informaci lze vydedukovat, ze u bakterii se genom pievazné sklada
z kruhové DNA a plazmidd. Bakterialni genom vykazuje silny pozitivni vztah s mnozstvim
genl, tudiz bakteralni genom obsahuje velmi malé mnozstvi nekddujici DNA - intrond.
Funk¢né€ podobné geny jsou sdruzovany do operond, které reguluje spoleCny promoter.
Bakterialni genom je velice proménlivy ve smyslu genového repertoaru, presto pozoruhodné
stabilni ve smyslu chromozomové organizace. Nukleoid nabyva rtiznych rozmért, od 10 kb
az k IMb, ale u volné zijicich bakterii byla objevena i velikost témét 1,4 Mb (ptudni bakterie
Ktedonobacter racemifer). MlUzeme v ném najit i n€kolik determinantd pro miru jeho

stoceni. [3]



Protoze bakterie ma pouze jeden chromozom, nenajdou se ruzné alely jednoho genu
v jedné burice, pfesto existuji a tudiz DNA s alelu vzniklou v jiné buiice musi byt néjakym

zpusobem inkorporovana do DNA dané bakterie.

K pfenosu novych gent nebo jejich alel mize dojit né€kolika zptusoby. Transfer MGE
mezi burikami je znam jako lateralni nebo horizontalni pifenos gent (HGT). Zatimco
vertikalni pfenos genu je klasicka dédi¢nost genetické informace z matefské na dcefinou
bunku, HGT probiha z prokaryota na prokaryota, z prokaryota na eukaryota nebo z eukaryota
na eukaryota. [4] Bakterie ziskava genetickou informaci z okolniho prostfedi nebo bunék

ttemi zpusoby HGT — transformaci, transdukci nebo konjugaci. [4]

Citlive bakterie

Prirozens s vvskytujici
rezistentni baktarie

...........................

DNA kodujici
antibiotickou razistenci

Obohaceni pro nova
rezistentni bakteriz

Obr. 1: Princip vertikalni a horizontalniho prenosu genu [4]

Bakterialni genom lze rozdélit na dvé casti, na zakladni a dopliikkovy genom. Zakladni
obsahuje vSechny esencidlni geny potfebné pro spravny chod metabolismu, syntézu DNA
a RNA a replikaci. Dopliikovy genom reprezentuje diverzitu mezi jednotlivymi druhy bakterii
a zodpovidd za adaptaci bakterie na prostiedi. Doplitkové geny obvykle maji jiny pomér
guaninu a cytosinu oproti zakladni ¢asti genomu, jelikoz se ¢asto jedna o geny inkorporované
zjinych druht bakterii. [4] Tento jev je obvykly u gramnegativnich bakterii avSak neni
spoleCny vSem. [2]



2 Mobilni genetické elementy

Fenomén evoluce vSech organizmi je spojen se zménami v genetickém kodu,
at uz zpusobené vnéjSimi Ci vnitinimi faktory. Tyto zmény oznaCujeme souhrnné jako
mutace. Mezi nepfebernym mnozstvim typi mutaci se vyskytuji i mobilni genetické elementy
(nékdy nazyvané jako predatelné elementy nebo transpozony) reprezentujici rozptylené

repetice v genetické informaci.

Mobilni genetické elementy jsou specifické sekvence genomu, které se umi mnozit a
nasledné vkladat do novych oblasti genomu. V nékterych pfipadech se umi st€hovat celé, a to
v ramci daného genomu nebo mezi genomy. [5] Definice je oznacuje jako , specifické DNA
segmenty, které se mohou opakované vkladat do jednoho nebo mnoha mist v jednom nebo

nekolika genomech®. [6]

Diive se genetika fidila takzvanym zakladnim dogmatem, dle n€hoz je geneticka
informace uchovavana v poradi nukleotidii v molekule DNA a Ze je neménna. AvS§ak dogma
ma ve skuteCnosti plno odboCek — vyjimek. Jednou z nich je neklidnost a dynamicnost
struktury genetického kodu vedouci ke zménam knihovny genti. Za touto vlastnosti stoji také
mobilni genetické elementy. [5]

Za objevenim transpozont stoji Barbara McClintock, ktera ukazala ve 40. a 50.letech
minulého stoleti pii studiu chromozomovych zlomu u kukufice, Zze jeji genom obsahuje
mnoho mobilnich elementd zpusobujicich somatické mutace a za tento objev byla odménéna
Nobelovou cenou. [7] Od toho momentu se genetici setkali s mnoha riznymi genetickymi
jevy ve kterych genetické elementy byly schopné pohybu v genomu aktivné 1 pasivné. Tyto
genetické elementy, nyni prezentované jako mobilni genetické elementy, vyvolavaji zajem
ve vyzkumnych kruzich pro jejich bizardni chovani v porovnani s konvencnimi genetickymi

jevy jako jsou transkripce, translace, replikace , rekombinace a podobné.

Zakladni skupiny mobilnich element jsou velmi staré a najdeme je téméf u vSech
eukaryotickych druhti. U rostlin ¢asto zabiraji i pres 80% celkové genomové DNA, u hub
a metazoi reprezentuji mnohem mensi, ale pfesto podstatnou cast jejich genomu. U Clovéka
tvofi mobilni elementy az polovinu genetické informace. V mens§i mite (5 — 10%) se
transpozony vyskytuji dokonce i u prokaryot. [8] U zlatého stafylokoka bylo objeveno
dokonce az 20%. [2]

Mobilni genetické elementy jsou hlavnimi hraci v pohybu a reorganizaci gend,
at uz vramci daného genomu (intracelularni mobilita) nebo mezi bakterialnimi burikami
(mezibunécnd mobilita). Mobilni genetické elementy jsou definované jako DNA sekvence
o raznorodé délce (od 1 baze az k né€kolika stovkam kb) a které Casto nesou funkce ovliviiujici

jejich prenos a rekombinaci v hostitelském genomu. Dneska pifevazuje nazor, Ze jsou
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klicovymi hraci v preskupovani genetického materialu, jenz v kombinaci s mutacemi

a , pfifodnim vybérem™ tvori esencialni prvky evoluce. [9]
2

2.1 Podstata pirenosu MGE

Jak je zminéno vyse, existuji 3 typy HGT pro zisk a zaclenéni nové genetické sekvence
do genomu bakterie - transformace, transdukce a konjugace. [4]

Pfi procesu transformace vstoupi volnd DNA do nové builky z okolniho prostredi
penetraci pres bunécnou sténu a membranu. [10] Transdukce probiha infekci ur€itymi virusy
(bakterofagové) schopnymi infikace bakterie se souCasnym dopravenim fragmentu jiné
bakterialni DNA. [11] Konjugace se tyka pfenosu plazmida pii pfimém fyzickém kontaktu
mezi bakteriemi. [10]

Samotna transpozice prokaryotnich mobilnich genetickych elementi se tyka pouze
pfenosu v ramci jedné buiky, neprobiha mezibunétné ani se nejedna o pfijeti DNA
z okolniho prostifedi. Tento pfenos mulze probihat replikativnim a konzervativnim

zpusobem. [12]

V replikativnim zptusobu dochazi k vytvoreni kopie elementu a ta se integruje na nové
misto v genomu. Na originalnim misté zlstava puvodni element. U druhého zpisobu,
konzervativniho, dochazi k excizi (vystfizeni) elementu z ptivodniho mista a pfenosu na nové

misto v genomu. [13]
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Obr. 2: T¥i typy HGT [11]
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2.2 Klasifikace mobilnich genetickych elementu

Doposud neexistuje jednoznacné rozdéleni a klasifikace typi mobilnich genetickych
elementd. Tradicné byly MGE rozdéleny na bakteriofagy, plastidy a transpozony,
ale s identifikaci novych typu elementd jako napiiklad genomickych ostrova, konjugativni
transpozony apod. se stalo tohle tradi¢ni rozdéleni zastaralym a prezitym. [14],[6] Dnes je
snahou najit a identifikovat vSechny typy mobilnich genetickych elementt. Tahle idea vedla
k zalozeni databaze ACLAME (A CLAssification of Mobile genetic Elements) a UCL
webové stranky. [6]

ACLAME databaze je zasvécena sbirani, analyze a klasifikaci sekvencovanych
mobilnich genetickych elementli ziskanych z rozlicnych zdroji do skupin s podobnymi
znaky. [9],[14] Poskytuje informace o obsahu MGE a klasifikace jsou pfistupné z riznych
pohledd na jejich organizaci. Genovy/proteinovy pohled, genomovy pohled a populacni
pohled na MGE. Posledni verze databaze ACLAME 0.4 nyni jima informaci o 457 genomech
bakteriofagu, o 1109 plasmidech a o 760 profazich. [14]

Vucéi kazdému MGE jsou posbirany sekvence proteind, které MGE koduje. Z nich jsou
dale vytvoreny proteinové rodiny. Sekvence proteinti se posbiraji z riznych databazi a tudiz
musi byt podrobeny porovnani za pomoci SSERCH programu s pradvépodobnostni hranici
0.001. Proteiny, jez maji nejvetsi miru similarity, jsou dale podrobeny Markovovu algoritmu
shlukovani (cluster). [14] Zaroveri je tato databaze pfistupna dobrovolnikim pro dodate¢né
ptfidani MGE nebo upravu jiz existujictho MGE i s jeho zafazenim. Pfi zalozeni této databaze
se timto zpusobem ziskalo 437 shluki minimalné o 3 Clenech vytvofenych z pouhych 50%
poskytnutych proteinovych sekvenci. [9]

ACLAME navrhuje také odliSné zobrazeni pro genové transfery, mozaicismus
a genomova preskupeni pozorovana v MGE populacich. Zavedli zobrazeni v grafu (Obr. 3)

oproti ptivodnimu tradicnimu stromovému.

UCL webova stranka oproti tomu slouzi k pfifazovani sekvencnich Cisel k jednotlivym
objevenym a zaregistrovanym MGE. Komise béhem schizky vénované DNA Inzercim
v Cold Spring Harbor roku 1976 navrhla sadu pravidel pro pojmenovavani MGE. Byl
navrhnut systém, kdy jakykoliv element inzer¢ni sekvence (IS element) byl pojmenovan IS1,
IS2, atd. a stejny postup aplikovan i na traspozony (Tnl, Tn2, atd.), neboli pfifazeni
sekvencniho Cisla za zkratku nazvu MGE. Avsak postupem casu doslo ke konfliktim, jelikoz
po piidéleni Tn4685 nebyl zadny seznam publikovan a ¢isla byla pfidélovana nahodné
nebo jedno Cislo bylo pfidéleno nékolika elementim. Avsak dnes je snaha v tomto systému
pokraCovat na nové objevené MGE prostfednictvim této webové stranky urCené k registraci
nové objevenych sekvenci (spolu spopisem, referencemi a pristupovym Cislem)
identifikovanych jako MGE. [6]
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Existuji razna rozdéleni MGE, dle uhlu pohledu. V nékterych piipadech se jejich
vlastnosti dokonce prekryvaji nebo proplétaji. [15] Vzhledem k diivéji zminénému vysledku
shlukovaciho Markovova algoritmu nejsou jesté dokonce vSechny typy MGE identifikovany.
[91,[14] Mnoho genomovych sekvenovacich projekti stale probiha anebo jsou planovany,
coz vede k dobrému davodu véfit, Ze dojde k objeveni i dalsich MGE. [6] Nase znalosti
nejsou prozatim dostatecné natolik, abychom si mohli dovolit uspesnou generalizaci. Proto
prace dale uvadi zakladni typy mobilnich genetickych elemetd s nimiz se lze setkat,

avSak nemuze postihnout vSechny jiz nalezené nebo nenalezené.

MGE classification

‘—|;ﬁlnfcll

The MGEs shown in the matrix below have a significance score equal or abova the treshold value of 5. These MGEs share a significant number of similar
proteins with Mu {mge:320). Those proteins are found grouped in the ACLAME familles shown as columne in the matrix. Place the mouse over the family
IDs to get the functional annotation, if any. By placing the mouse over the matrix cells, the similar proteins will be given in the tooltip. Click on a MGE
name {row header) to move down in the page for a fully detailed list of similar proteins.

[= Available ciassifications|

Virdses reticulate classification (ECIRIL

Cytoscape toolbox

LUsa this tool to view the reticulated classification in the Cytoscape program {as a Java WebSiarnt application)

Cnee the graphis loaded, selact tha menu Layout - Cytoscape Layouts - Edge-Weighted Spring Embedded > SigScore to
arga graph layout according to the Sigrificance scors betwasn nodes

Ta display the current MGE highlightad in the graph and its closs naighbaurs, sslect the menu View = Show Graphics Details

The currant MGE mae 320 - Muwill ba shown as a larga red nods and its close neighbours as larger arangs nodes

Far mora info on Cytoscape, check the wah site hittp i cytoscaps oraf

View options:
#® tha full classification

ad on Mu

{Filter on sig score (5 | Refresh ;o)

Obr. 3: Klasifikacni sekce na webu ACLAME se zobrazenim v podobé grafu

V matici na levé stran¢ obrazku predstavuji sloupce proteinové rodiny, kde dany MGE koduje
proteiny. Prvni fadek v matici koresponduje s hledanym MGE (zde fag MU) a dalsi radek nejblizsi
dalsi MGE. Cislo vedle jména MGE oznacuje podobnosti s hledanym MGE. Modie vybarvené &tverce
v matici fikaji, ze zde protein kodovany hledanym MGE je i v proteinové rodin¢ daného sloupce. Graf
vpravo ukazuje vztahy mezi 7 mutacnimi fagy. [14]

2.3 Zakladni typy mobilnich genetickych elementi

Zakladni typy genetickych elementi nebyly objeveny zamémé pii vyzkumu a hledani
kazdého z nich. Ve skute¢nosti byly nalezeny pouhou nahodou pii studiu jinych genetickych
jevu, problému a ¢asti genetického kodu. Tyto vyzkumy probihaly oddélené v rozmezi 30 let,
mluvime-li o bakteriich. [16]
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Prvni takovou nahodou byl vySe zminény objev Barbary McClintock pfi studiu
chromozomovych zloma v kukufici za pouziti markerd. To byl vSak jen objev existence
mobilnich genetickych elementi. Markery mély v urcitych oblastech vét§i miru vyskytu
a dokonce poloha tohoto zvySeného vyskytu markerti nebyla stabilni, protoze se u nékterych
lini ptesouvala. To vedlo k mySlence existence aktivatoru. [7]

Nachazeni typu prokaryotického transposonového elementu zacalo az o 20 let pozdéji.
Fag Mu je prvnim nalezenym typem objeveného prokaryotického mobilniho elementu.
V Denverskych odpadnich vodéach jej zaznamenal A.L.Taylor. Pfi z4jmu o regulaci genové
exprese skupina genetiki izolovala spontanni pleiotropni mutace. Tyto nasledné
identifikované segmenty pojmenovaly jako inzeréni sekvence (Insertion sequence, IS), coz je
druhy typ MGE. Posledni objev se tykal transpozonu. Studium lékiim odolnych plasmidu
pomohlo najit i tento posledni typ. Nicméné samotna analyza téchto elementd mohla byt

ve skuteCnosti provadéna az od konce 70.1et minulého stoleti. [16]

Dalsi typy elementi jsou bakteriofagové, integrovany profag, pienositelny profag,
integrovany satelitni profag, jednotlivé transpozony, konjugativni transpozony, integrativni
konjugativni transpozony, mobilizovatelné transpozony, integrativni mobilizitovatelné
transpozony, kompozitni transpozony, integrony, inzer¢ni sekvence, plazmidy, genomické
ostrovy, ostrovy patogenity, chromozomové kazety, skupina I intornd, skupina II introndg,
IStron intein. [4],[6],[17]

2.3.1. Fag Mu

Fag Mu je normalni bakteriofag nalezeny v Denverskych odpadnich vodach. Je pojmenovany
podle slova mutace. Disponuje fascinujici schopnosti vkladani svého profaga na mnoho
raznych mist v chromosomu Escherichie Coli, které obCas zpusobuji mutace. Obecné se
dokaze integrovat do bakterialniho i plasmidového genomu. Mutace se muze projevit
prakticky na jakémkoliv lokusu na chromosomu a maji nizkou specificitu. Dale se zvlada
integrovat v jakékoliv orientaci. Umoziiuje mobilizaci jakékoliv DNA a jeji zaclenéni

kamkoliv v genomu.

2.3.2. Inzeréni sekvence

Spontanni pleiotropni mutace operont lac a gal nalezené pii vyzkumu regulace genové
exprese ukazaly zajimavé vlastnosti jako napiiklad extrémni polaritu v expresi cistrond
smérem od promotoru, od mista mutace. Tyto nalezené mutace bylo mozné revertovat,
coz vylouc¢ilo moznost mutace typu delece. A protoze reakce téchto mutaci na mutageny
v reverznich testech byly odlisné od jiz znamych typt mutaci, dospéli genetici k hypotéze,
ze jde o vlozeni dodate¢né DNA. Hypotéza byla s pomoci transdukénich faga brzy potvrzena.
Bylo objeveno, ze né€kolik vzdalenych segmenti DNA mize byt jednotlivé vloZeno

na mnozstvi rdznych mist. To vedlo k onomu nazvu ,Inzer¢ni sekvence“, jinak “IS
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elementy”. IS elementy hraji vyznamnou roli k restrukturalizaci bakterialniho genomu
za pouziti mutace a DNA prenosu. [8] V nékterych druzich bakterii tvofi az 10% genomu. [8]

Jejich velikost se pohybuje v fadu stovek bazi. [8] Obvykle 0.7 — 2.5 kb. [15]
Strukturalné maji invertovana opakovani na koncich daného segmentu o velikosti desitek bazi
(viz Obr. 4). [8] Mnoho IS, ale ne vSechny, nosi tato kratkd nedokonala invertovana
opakovani o délce mensi nez 40 bp a generuji malou duplikaci o 2 az 14 bazich s hostitelskou
DNA lemujici misto inzerce. [17] Disponuji jednim nebo dvéma ORF. V této sekvenci
nalezneme geny kodujici proteiny odpovédné za funkce zahrnuté v pohyblivosti IS elementu.
[18] V nejzékladng€jsi formé se jedna o pouhy jeden gen kddujici mistné specifickou
rekombindzu (nazyvany transpozaza). [18] Zadné jiné geny neobsahuje. [17] Vlozi-li se
IS do kodujici sekvence genu, zpusobi jeho inaktivaci. AvSak IS muze obsahovat dokonce
transkripéni a translacni terminaéni signaly, ¢imz dokazou blokovat expresi dalSich genu
lezicich za mistem vlozeni IS smérem od promotoru. [9] Jejich hlavnim Uc¢inkem jsou zmény
v expresi gent, hlavné aktivace nebo deaktivace. [4] Tento projev oznacujeme jako polarni

mutace (ovlivnéni vSech gena transkripcné smérem od promotoru). [8]

Invertovane opakovani Centralni segment Invertovane opakovani
f A Y

Inzercni sekvence

Obr. 4: Struktura inzerc¢ni sekvence [9]

2.3.3. Transpozon

Nejlépe zkoumanym a dokumentovanym soucasnym piikladem genetickych zmén
v evoluci je vznik prenosné antibiotické rezistence jako bakterialni odpovéd’ na antibakterialni
chemoterapii. Probéhl velmi intenzivni vyzkum tykajici se genetiky determinantti antibiotické
rezistence. [8],[16] Mnoho determinantii projevovalo anomalni rekombinaci a nakonec bylo
zjisténo, ze se transponuji zjednoho replikonu na dal§i. Diky tomu si ziskali oznaceni
transpozony. Pozdé&ji se vyjasnilo, Ze plno dalSich fenotypovych znakd, jako schopnost
degradovat specifické substraty nebo produkce toxind, mohou byt také noSeny

na traspozonech. [16]

Vyskytuji se v bakteridlnich plazmidech, které se oznacuji jako R faktory
(R=rezistence). Oblast transpozonu zodpovédna za pfenos zminéné rezistence se nazyva RTF
oblast.

Molekularni analyza v 70. letech minulého stoleti identifikovala dvé odli§né tfidy
transpozonll. Prvni je reprezentovana amphicilinem Tn3 a strukturou se podoba IS
elementim. Oproti nim se vSak odliSuje vétsim mnozstvi kodujicich sekvenci pro specificky
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fenotyp mezi invertovanymi opakovanimi na koncich daného elementu. [8] Obsahuje také

invertovana opakovani jako IS element. Nazyvaji se nekompozitni transpozony. 0

Druha tfida, kompozitni transpozony, se sklada ze sloucenych elementi. Kazda z nich
obsahuje kodujici sekvenci obklopenou z kazdé strany IS elemetem. IS elementy se zde staraji
o mobilitu slouceniny elementd a jakykoliv usek bakterialniho genomu muZze byt vlozen

mezi né€ a vytvorit slouceny transpozon. [8]

Transpozony se obecné vyznacuji velikosti od 2.5 do 60kb, dlouhymi invertovanymi
opakovanimi na koncich a jednim nebo nékolika doplikovymi geny, které propujcuji
hostitelskému genomu dodateény fenotyp. [15] Pfevazné koduji antibiotickou rezistenci
v useku mezi dvéma IS elementy na koncich. [4] A zaroven si nesou gen pro vlastni enzym
transpozazu. Mnoho znich neni mistné specifickych, tudiz mnoho kopii toho samého

transpozonu se muze objevit v bakterialni butice, na chromozomu nebo v plazmidu. [2]

IR llR T ILR
B 550 W Ko [ Neo | Bleo | s I 1ss0 [
1550 L - 15-50 R

(Celkova délka 5 700bp)
IS-50 L 3 IS-50 R jsou v invertované orientaci jak je naznaceno Sipkami vyie

Tn-§
Invertované opakovani (L) Invertovane opakovani (R)
|
‘ Transpozaza | Resohviza |  Amp' .
Tn-3
(Celkova délka 4975 bp)
Tan-l

Obr. 5: Struktura kompozitniho (nahoie) a nekompozitniho (dole) transpozonu. [9]
Invertovana opakovani (IR) se rozd¢luji na levé (Left, L) a pravé (Right, R) dle své pozice.

16



3 Symbolicka reprezentace

Genetické sekvence jsou vzdy posloupnosti pismen zastupujicich deoxyribonukleotidové baze
v DNA fetézcich (A,T,G,C), nebo RNA fetézcich (A, U,G,C). Jedna se o standardizovany
format vyuzivajici IUPAC kodovani. Takova posloupnost pismen tvori esencialni informaci
pro organismus prostiednictvim piekladu do sekvence aminokyselin tvoficich bilkoviny.
Navzdory pisemné reprezentaci sekvence existuje mnoho nastroji nebo sofistikovanych
algoritmt pro jejich analyzu v tomto formatu. Pro porovnavani dvou nebo vice sekvenci
znaki se pro genetické sekvence pouziva procedura zarovnavani sekvenci,
kde 1ze kvantifikovat miru podobnosti. K dispozici je mnoho metod a algoritmu, napfiklad
BLAST, Needlemantv-Wunschiiv algoritmus, Smithiv-Watermantv algoritmus. Dale lze
zkoumat pocet bodovych mutaci pomahajici pfi vypoctu evolucni vzdalenosti, variabilitu
sekvenci a tak dale.

3.1 Detekce mobilnich genetickych elementu v symbolické reprezentaci

Vysoky zajem o mobilni genetické elementy spolu s pfistupem ke genomické DNA vedl
k vytvoteni nové generace metod a nastroji pro jejich naleznuti v sekvenci a analyzu
v symbolické reprezentaci. Pfevazuje pristup vyhledavani repetic, protoze konkrétni MGE
se muze v sekvenci nebo genomu objevit vice nez jednou diky jejich schopnosti replikativni
transpozice. Navic mnoho MGE obsahuje repetici jiz ve své struktufe a to v invertovanych
koncich. [28], [34]

Tandemové repetice jsou opakujici se sekvence, které se neobjevuji pouze nahodné,
ale 1 pfimo priléhajici jedna ke druhé. VétSina dnes pristupnych vyhledavacich nastroja
vyuziva dvoufazovy pfistup detekce tandemovych repetic: vyhledat a vyfiltrovat. [34]
V prvni fazi je obvykle implementovan jeden ze dvou typl algoritmt. Bud Casové velice
narocny vycerpavajici kombinatoriadlni vyhledavaci algoritmus porovnavani kazdého useku
s kazdym anebo algoritmus zalozeny na statistickém ¢i heuristickém pfistupu (napf.: malé
segmentové okno skenuje po sekvenci dokud nenajde prvni repetici a nasledné tyto malé
perfektni repetice spojuje dohromady pro naleznuti delSich repetic).

V druhé fazi se pristupuje k jedné z mnoha riznych metod filtrovani pro zajisténi
identifikace a vytah MGE. [34] Tandemové repetice nemusi byt pouze MGE,
ale i segmentované duplikace, satelity nebo jen nahodné repetice. OdliSeni MGE od ostatnich
je naro¢né diky biologické komplexnosti zahrnujici:

e Fragmentovana povaha MGE
e Promichani MGE do jinych typt repetic

e Rozliseni mezi odlisnymi MGE, které sdili useky raznych délek
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e Konkrétni MGE miZe mit v genomu degenerovanou kopii ¢i kopie [28]
e  MGE mohou byt navzajem vnorené

Jako filtraci lze pouzit jednoduchy, avSak nejméné uclinny, filtr délky anebo
komplexnéj§i metody jako shlukova analyza K-means, statistické modely anebo zarovnavani
sekvenci. [34]

Pravé zarovnavani je jednou z nejvice pouzivanych filtrovacich metod anebo jeji Casti
v nastrojich pro vyhledavani MGE nebo repetic. Zarovnavani sekvenci je definovano jako
procedura porovnavani dvou nebo vice sekvenci vyhledavanim série individualnich znaka
nebo charakteristickych znaka pfitomnych v sekvencich ve stejném poradi. K tomu je potieba
kvantifikovat podobnost sekvenci za pouziti parové vzdalenosti napi.: proporcionalni

vzdalenosti p.

p = pocet rozdilnych pozic /pocet pozic 1)

Pouzivangjsi ze dvou metod zarovnavani sekvenci je dynamické programovani, které
umoziuje  globalni  (Needleman-Wunschiv ~ algoritmus) i lokalni  zarovnani
(Smith-Watermanuav algoritmus). Logicky je vyhodnéjsi pro detekci MGE a repetic vyuzit
lokalniho zarovnani. Pfistupuje se k pouziti metody BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) anebo Smith-Watermanovu algoritmu:

0
. Fi—1,j—1) +s(xy)
FGi,j—1)—d

Kde i,j oznacuji pozice v sekvencich, d zastupuje hodnotu mezery a s hodnotu shody
nebo neshody. [38]

3.1.1. Metody zaloZené na homologii

Zarovnavani sekvenci se vyuziva v nékolika filtrovacich metodach. BLAST se pouziva
v metodach zalozenych na homologii, jez vyhledavaji MGE za pouziti jeji protein kodujici
Casti sekvence. Zametuji se na detekci jiz identifikovanych repetic. Také nejsou aplikovatelné
na nékteré MGE, které jsou kompletné tvorené nekddujicimi sekvencemi. Navic detekce
zalozena na homologii s protein kodujicimi useky vyzaduje dalsi analyzu strukturnich znaku

k ziskani celé délky referen¢ni sekvence.

V metodach zalozenych na struktufe se pouze zarovnavaji lokalni repetice nalezené

za pomoci rdznych cCtecich ramct pro geny gag, pol a env, mist vazani primerq,
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polypurinovych traktt atd. Parové zarovnani takovychto repetic je dale vyuzivano pro odhad
hranic repetic zpétné na sekvenci. Algoritmus je aplikovan v nastroji LTR STRUC.

Nanestésti LTR_STRUC je neschopny identifikovat neuplné repetice.

3.1.2. Metody zaloZené na porovnavani genomu

Metody srovnani genomu spoléhaji na schopnost detekovat velké inzerce v mnohonasobném
zarovnani zpusobené transpozici. MGE je detekovano, pokud je zarovnani naruSeno
inzer¢nim regionem v jednom nebo vice druzich organismi (délka nad 200bp).
Po odfiltrovani nahodnych a jednoduchych repetic jsou inzeréni regiony lokalné zarovnany
pro zjisténi repetic v inzer¢nich regionech. Tento proces je omezen na shromazdéni pouze
inzerCnich regionu, které jsou odvozeny od stejného listu fylogenetického stromu.
Tato metoda fesi problém s uréovani hranic repetice, ale je zavisla na kvalité celogenomového
zarovnani. To bude velice chudé v mistech bohatych na MGE. Jestli vSechny inzerce MGE

budou zdédéné vzhledem k dal§im analyzovanym druhtim, zadny MGE nebude detekovan.

3.2 Detekce mobilniho genetického elementu

Konkrétni MGE sice muze mit degeneraci ve svych kopiich, ale pokud jsou znamy,
lze vytvortit konsensudlni sekvenci konkrétniho MGE (napft.: IS1012) a za pouziti zarovnani
sekvenci nalézt v jiné delsi sekvenci nebo genomu jeho umisténi. Tento pfistup se Smith-
Watermanovym zarovnanim je vyuzivan v nastrojich Censor a RepeatMasker. [28]
Ty pouzivaji referencni set sekvenci MGE ziskanych z metod zminénych dfive. Z téchto dat
jsou pak schopny urcit konsensualni sekvenci MGE, jeji typ a vyhledavat ji v genomech
nebo dlouhych sekvencich. Konsensualni sekvence reprezentuje nejlepsi aproximaci realizaci
konkrétniho genetického elementu liSicich se degeneracemi. Evolu¢ni vzdalenost
mezi konsensualni sekvenci MGE a konkrétnimi genetickymi sekvencemi MGE je men$i nez
mezi dvéma konkrétnimi genetickymi sekvencemi MGE. Detekce konsensualni sekvenci

vykazuje vyS$si sensitivitu nez ptimé pouziti sekvence MGE.
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Obr. 6: Postup algoritmu ISMapperu [37]

a. Potfebné vstupy — parové ¢teci sekvence, sekvence MGE (zde IS) a referenéni genom nebo
sekvence

b. Zisk souboru parovych ¢étecich sekvenci, které se prekryvaji se za¢atkem nebo koncem IS za pouZziti
metod zarovnani

¢. Namapovani parovych ¢tecich sekvenci ziskanych z pfedchoziho kroku na referenéni genom nebo
sekvenci. Mista s mnoZstvim namapovanych parovych ¢tecich sekvenci vét§im nez nastaveny prah
jsou vyhodnoceny jako mista zac¢atki nebo konci MGE. Podprahové detekce jsou odstranény.

d. Vystupem je matice informaci o mistech detekce namapovanych parovych ¢tecich sekvenci.

3.2.1. Metoda mapovani dilé¢ich ¢tecich sekvenci

Vyse zminéné metody a nastroje jsou velice citlivé na pocatecni nastaveni parametrd
vyhledavani jako minimalni délka repetice ¢i MGE, vahy zarovnani, minimalni skore a dalsi.
Proto jsou hledany jiné pristupy v detekci MGE. Jednim z nich je i ISMapper vyuzivajici
k detekci kratké parové Cteci sekvence. Dale vyzaduje jako vstup sekvenci IS a referen¢ni
genom nebo sekvenci. Vyuziji se pouze kratké Cteci sekvence, jez se UspéSné namapovaly
(zarovnaly) na zacatek nebo konec IS. Ty jsou dale namapovany (zarovnany) kazdy zvlast
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na referen¢ni genom nebo na sekvenci ze vstupu. Inzerni misto je identifikovano v pozici
nebo jejim bezprostiednim okoli, kde se objevi vice nez Sest kratkych ¢tecich sekvenci (neboli

filtrace ¢teci hloubkou). [37] Piehled a podrobnéjsi popis algoritmu viz (Obr. 6).

Tab. 1: Porovnani vlastnosti nastroju pro vyhledavani repetic [28],[34]

Nastroj iMEx [51] RepeatMasker | ISMapper [37]
[52]

Vyhledavaci Kombinatorialni | Heuristicky Heuristic

algoritmus

Rozsah 1-5 bp 0-100% 5-100bp

velikosti

prekryti

Min. délka Bez omezeni 2 Bez omezeni

repetice [bp]

Detekce Ano Ne Ano

nedokonalé

repetice

Poznamky Web Web Python v2.7.5

Vyse zminéné vyhledavaci nastroje pouzivaji symbolické reprezentace genetickych
sekvenci a na zakladé jejich algoritmu Ize predpokladat vysoké naroky na vypocetni pamét’.
Nekteré sice pouzivaji kompresni techniky pro snizeni zatéze paméti, ale u kombinatorialnich
vyhledavacich algoritmi stoupa c¢asova naroCnost exponencialné, obzvlasté pokud
potfebujeme vyhledavat i prekryvajici se nebo netiplné MGE. Zakladni vlastnosti nékterych

nastrojui jsou zminény v Tab. 1.
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4 Numericka reprezentace

Nevyhodou symbolického zapisu DNA fetézcl je Spatna aplikovatelnost matematickych
modelt a vztahti. AvSak existuje i moznost pifevedeni symbolické sekvence do numerické
a provedeni analyzy v Ciselné reprezentaci genetickych sekvenci za pouziti standardnich
metod Cislicového zpracovani signalli. Tato konverze se vyuziva pro digitalni analyzu signalu,
jehoz pouziti se v poslednich letech stale zvySuje pro vyzkum genomické DNA. Umoziuje
identifikovat skryté znaky a pravidelnosti, které nemohou byt odhaleny za pomoci
konvenénich DNA symbolickych a grafickych reprezentacnich technik. [20]

Pro konverzi diskrétnich bazi DNA sekvence do diskrétni numerické sekvence bylo
predstaveno jiz mnoho metod. Zakladni dnes pouzivané metody numerické reprezentace DNA
sekvenci spolecné se zakladnimi vztahy konverze (numerickymi mapami) a popisem prevodu
lze nalézt v tabulce (Tab. 10) v piiloze. [20] Zaroven jsou nékteré metody ze zminéné
tabulky rozebrany nize. Grafy jednotlivych numerickych reprezentaci dale zobrazené v této
kapitole vznikly za pouziti jedné sekvence. Jedna se o mobilni geneticky element, v tomto
ptipadé inzeréni sekvenci IS186A organismu Escherichia Coli o délce 1341 bp. Ma stejnou
strukturu jako na Obr. 4, tudiz se sklada z invertovanych opakovani na koncich (zelen¢€) a

navic ma gen pro transpozazu mezi nimi (zluté). Geneticky kod s barevné odliSenymi Castmi

je:

cccataagcg
aattactctc
gatacttcgg
actctgctac
gcatgggctc
cggaatgccg
gttacgggtt
cccgggggcyg
ttcactgatt
acggcagacg
tcacttgctt
ttaactgcag
aagaacggtg
tttccggcac
cgactgctca
gcgggccatg
gctgattgtt
ctgcacctgg
aatctactcg
gaagtgcgga
ggagcttaca
agaacgcgag
ccttaagtta

Idealni

do numerické formy, by meéla nést stejné mnozstvi informace jako symbolickd sekvence,

ctaacttaag
acgataactg
cacgtaatgc
gtctggggcet
agctccatga
ccgactggtt
gtacaagcgg
gcaccgctga
ttgagctaac
agatacgcat
ttggagaagc
aaggaatgcg
aaaccactgt
gtctcattgc
gcgagaatcg
tgctattgct
accgtctgcg
atgctttgcg
ccgcattttt
tccgaaaaga
ggtggccatt
gcatcgtctt
gcgcttatgg

numerickd mapa,

ggttgtggta
gtcagcaatt
cggggctcta
ggcttacggc
cgttgcaaca
tggcatactt
aaagagattg
atggcgacta
cgacagcadga
tgctgaccgg
tgattatatc
ctttgacatg
aatgataggc
cgtatcactt
tcgaaaagga
aacatcatta
atggcaaatt
tgcaaaggaa
aattgacgac
agaactaact
cgtgggacag
aacgaggcac

g

ktera

slouzi

ttacgcctga
ctggcccata
acccgccgcce
cccgggggga
ttatctgacg
gccgcacaaa
cgtcttgtcg
catatgggat
gacgctgaac
ggattcggtt
gtccgggttc
atgggttttc
aattcaggta
cctcccgaaa
cgagtagttc
ccggaagatg
gaactggctt
cctgaactcg
ataatcagcc
cgttgtggag
tatccctgac

cgaggcgtcg
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pro tranformaci

tatgatttaa
ttggtaagcc
gcgaaattcg
tgtcattacg
tggctctcct
cacttgctgt
atggaacagc
atgatcctca
ggctggaccg
cgcgtcccga
actggcgagg
tgcgcgggcet
ataaaaaagc
aagcattaat
aggcggaaac
aatattcagc
ttaagcggct
cgaaagcgtg
atcgctggat
aataacaaaa
agcctacaaa
cattcttcag

symbolické

cgtgccgatg
cgaagaactg
tgatgctgca
tgaagtcact
gaagcggctg
acgcgccgca
aatcagtggc
tacctgtcag
atttgcgcaa
atgtatccgc
attgcgctgg
ggattgcggt
cggagctccc
cagtaaaacc
gctggaagca
agagcaagtg
caaaagtttg
gatatttgct
ttcccecccecceca
atggtcatct
acgcaattga
atggttcaac

sekvence



tudiz by meéla byt schopna postihnout vSechny jeji vlastnosti, neméla by piidavat dalsi
vlatsnosti nad ramec jiz existujicich v symbolické sekvenci a méla by byt dostatecné

jednoduché, aby umoziovala rychlost a efektivnost analyzy nebo zpracovani.

Mezi techniky fixniho mapovani patii Voss, tetrahedron, cela cisla, realna cisla
a komplexni ¢isla. Do technik uvazujicich fyzikéalné-chemické vlastnostti DNA biomolekul
patii EIIP (elektron-iontovy interakcni potencial = electron-ion interaction potential), atomové
Cislo, parova cisla, DNA Walk a Z kiivka. Kazda metoda ma své klady a zapory a je vhodna
pro jiny typ analyzy. Realna Cisla a cela Cisla zavadéji novy matematicky vztah mezi bazemi,
novou parazitni vlastnost, ktera neni pfitomna v puvodni symbolické sekvenci. Jedna se
o riznou vahu (hodnotu) kazdé baze (napt.: T<C<A<G) dle piifazeného Cisla, coz neodpovida
zadné vlastnosti symbolické sekvence. Takové reprezentace se musi pouzivat velice

opatrné. [20]

a.
T &
1 T
j. C
~ c.
g ' "
\\-\\\_1 : hodnota &
‘. G T|C
T oA 11
& L ;naice
b.
¥ ok 4.1
Al G
T11
c G

Obr. 7: Schéma pro reprezentace DNA Walk
a. Yauova reprezentace, b. Gateova reprezentace, ¢. Krok [21]

DNA Walk piedstavuje cely soubor technik a tudiz nema jednozna¢né definovanou
jednu numerickou mapu. AvSak vSechny jeho metody spojuje stejny postup transformace,
kdy bereme jednotkové kroky po symbolické sekvenci a tim za sebe klademe jednotkové
vektory v Ciselné reprezentaci jejichz smér (resp. hodnoty) je urCen typem nukleotidu
(pyrimidin nebo purin, silna nebo slaba vazba, amino nebo keto skupina) na daném kroku.
Obvykle se hodnota sekvence zveda nahoru po krocich kumulativnim zpisobem. DNA Walk
lze pouzit jako nastroj pro vizualizaci zmén v nukleotidové kompozici, vzorii parovych bazi

a evoluci podél DNA sekvence. [20] DNA Walk je vyborny pro analyzu pii grafickém
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zobrazeni. Poskytuje jednoduchy zptsob jak prohlédnout, zaradit, rozfadit a porovnavat rizné
genové struktury. Mezi DNA Walk spada i reprezentace jednotkovymi vektory ve vSech
kvadrantech (Gateova reprezentace) nebo pouze v prvnim a Ctvrtém kvadrantu (Yauova
reprezentace), viz Obr. 7a,b. [21] Yau vytvofil pyrimidonovo-purinovy graf na dvou
kvadrantech kartézského soutadnicového systému. [22] Bohuzel pfi pfevodu z vyssiho poctu
dimenzi do niz§iho muze dochazet k degeneraci sekvence. Napftiklad pfi pouziti Gateovy
reprezentace maji sekvence AGTC, AGTCA a AGTCAG stejnou grafickou reprezentaci. [21]
Dalsim zptisobem DNA Walk je pouhé krokovani o -1 niz na pozici purinové baze a ol vy§
na pozici pyrimidinové baze jak je ukadzano v Obr. 7c a také zminéno v Tab. 10 v pfiloze.
[20] Tento posledni zptusob nedovoluje ziskat zpét ptivodni sekvenci oproti prvnim dvoum
zminénym metodam DNA Walk a budeme jej nazyvat DNA Walk (Krok).

DNA Walk Escherichia Coli IS186A

20 T

-
o

o

-10

Hodnoty DNA Walk (Puriny, pyrimidiny)

_70 1 1 1 1 1 1
0 200 400 600 800 1000 1200 1400

pozice v sekvenci [bp]
Obr. 8: Numericka reprezentace IS dle numerické mapy DNA Walk (Krok)

Z ktivka je unikatni reprezentace pro vizualizaci a analyzu DNA sekvence. Jeji
3 komponenty odpovidaji 3 nezavislym nukleotidovym distribucim, které kompletné popisuji
DNA sekvenci a jedna se o zatim jednu z nejdokonalej§ich numerickych map, protoze nabizi
nedegenerativni transformaci. Jeji komponenty X, y,, z, zobrazuji distribuci purini proti
pyrimidinim (R versus Y), amina oproti ketonim (M versus K) a silnych vazeb oproti slabym
vazbam (S versus W) dle vzorct v Tab. [20] Ukazka 3D prabéhu Z kiivky je na Obr. 9 a jeji
2D projekce vybranych vlastnosti jsou pouzivany pro analyzu obsahu sekvence, napfiklad AT
kiivka a GC kfivka (dve ¢asti SW kiivky) v Obr. 10 ukazujici rozdil zastoupeni nukleotida
podle sily vazby. Inverzi Ize ziskat pfesny obsah ptivodni sekvence, avSak pro velmi dlouhé

sekvence ztraci Z kiivka dobrou rozlisitelnost. [36]
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Z krivka Escherichia Coli IS186A

Obr. 9: Numericka reprezentace IS186A dle 3D numerické mapy Z krivky

2D projekce vilastnosti 3D prabéhu Z kiivky pro IS186A

700
— RY krivka
600 |- |~ MKkrivka
AT krivka
= — GC krivka
& 500
2
2
= 400
3]
>
3
° 300
©
o
§ 200
c
:E
) 100
0
-100 L
0 200

400 600 800 1000 1200 1400
sekvenéni pozice [bp]

Obr. 10: 2D projekce krivek RY. MK, AT a GC pro IS186A

25



S Analyza numerickych sekvenci

Existujici detektory MGE pracuji se symbolickou reprezentaci zabirajici vét§i mnozstvi
paméti a jednd se o narocné algoritmy. Dohromady tudiz predstavuji vypocetné narocné
detektory s dlouhym vypocetnim casem. Nabizi se testovani detekce v numerické
reprezentaci, kdy se s posloupnosti Cisel 1épe pracuje a umoziuje veEtsi mnozstvi
matematickych operaci. Jelikoz tento zptusob nebyl doposud prozkouman, je potieba provést
detailni analyzu rtiznych pfistupti k numerické reprezentaci sekvence a moznosti detekce.
Metody detekce k testovani lze zalozit na zakladé jiz vytvofenych pro symbolickou
reprezentaci anebo experimentalné testovat jiné pohledy na sekvenci za pouziti
matematickych pristupt detekce pii Cislicovém zpracovani signalt.

5.1 Zakladni data

Data, sekvence, pouzivana dale ve funkcich a skriptech bylo tfeba nejprve stahnout z internetu
a upravit. Z domény bakterialnich genomua bylo vybrano zaméfeni na Celed enterobakterii.
Jedna se o gramnegativni nesporulujici bakterie nachazejici se v travicim ustroji. [39] Tato
Celed obsahuje vice jak 130 druhG a mnoho z nich disponuje velkym mnozstvim MGE
raznych typu. [40] Tim tvoii bohaty zdroj na analyzu a realizaci detektoru i otestovani.
Po analyze nékolika organismua vzhledem k mnozstvi MGE v genomu byly vybrany k dal§imu
pouziti genomy organismi Klebsiella pneumoniae druh 12839 (Accession number
EU780013.1), Salmonella typhimurium 1LT2 (Accession number NC_003197.2), Salmonella
enterica plasmid pHCM1 (Accession number NC_003384.1), Yersinia pestis CQO92
chromozom (Accession number NC_003143.1), Escherichia Coli CFTO073 (Accession
number AE014075.1). Jako inspirace pro vybér téchto sekvenci byly pouzity [28], [34],[37],
kde jsou konkrétné¢ zminény pfistupova cisla (Accession number) pro nalezeni sekvence v
NCBI (National Center for Biotechnology Information). Zaroven genomy téchto sekvenci jiz
byly detailné prozkoumany pro MGE 1 pro pouziti na detektorech MGE v symbolické
reprezentaci. Jednotlivé genomy byly stazeny z webovych stranek NCBI ve formatu FASTA.
Ze stejnych stranek byly zaroven ziskany informace o MGE konkrétniho organismu uvedené
v Tab. 12, Tab. 13, Tab. 14, Tab. 15 a Tab. 16 v pfilohach. Pro zachovani integrity jsou
sekvence MGE po celou dobu jejich pouzivani pojmenovany podle nazvu korespondujiciho
MGE a zkratkou organismu (napt.: KP_IS26 pro IS26 v organismu Klebsiella pneumoniae).

Genomy jsou pojmenovany dle organismu.

Z genomu bylo tfeba vyjmout useky zajmu neboli MGE. Sekvence byly po stazeni
nacteny do prostiedi MatLab pouzitim funkce fastaread a nasledné z nich vyjmuta
nejprve cela sekvence (FASTAData.Sequence) do proménné typu char. Dale z nich byly
vystfizeny pozadované useky podle informaci v Tab. 12, Tab. 13, Tab. 14, Tab. 15 a Tab. 16 a

opét ulozeny do proménné typu char.
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Dale byly vyjmuty ze stazenych genomu i kodujici sekvence neobsahujici MGE tak,
aby meéla podobnou délku jako MGE. Tyto sekvence slouzi pro porovnani s MGE a nalezeni
odli$nosti, které by mohly pomoci nalézt motiv pro budouci detektor. Od kazdého organismu
byl vybran jeden az dva geny. Jejich prehled je k vidéni v Tab. 2. Pro pokryti vS§ech moznosti
a variaci byl vytvofen i soubor 5 nahodnych sekvenci pro analyzu a porovnavani se
sekvencemi MGE. Nahodné sekvence byly vytvoreny v symbolické reprezentaci a pro dalsi
pouziti pfevedeny do numerické spolecné se sekvencemi MGE. Nejdulezitéjsi pro zacatek
analyzy vsak je vytvofit si modelovou kratkou sekvenci MGE podle Obr. 4
Ccatacgtat gtctttagcg gattgtgcga gacaatgcta ccttaccggt cggaactcga
tcggttgaac tctatcacgc cgctaaagac atacgtatga

Vsechny pouzité sekvence a genomy lze najit ve slozce Data na piilozeném DVD
ve formatu umozfiujicim jednoduchou manipulaci a pouziti pro skripty a funkce, jez jsou

taktéz k naleznuti na pfilozeném DVD ve slozce Funkce.

Tab. 2: Geny pro porovnani [49]

Organismus | Accession number | Gen Pozice [Pozice |Délka
organismu zaCatku |konce

Klebsiella EU780013.1 Gentamicin-(3)-N- 23216 24076 |861

pneumoniae acetYItTaHSferé,Za

Salmonella NC_003197.2 Homoserin kinaza 2789 3730 942

typhimurium

Salmonella NC_003384.1 Methylaza DNA 37651  [38475 |825

enterica modifikace

Yersinia NC_003143.1 Asparagin synthetaza 1435 2427 (993

pestis AsnA

Escherichia | AE014075.1 Protein chaperonu DnaK (12946 (14862 |1917

Coli

5.2 Konverze dat do numerické reprezentace

Pro aplikaci standardnich metod cislicového zpracovani signald je tieba prevést piipravené
symbolické sekvence a genomy do numerickych. Byly tedy vytvofeny funkce podle
matematickych vztahi v numerickych mapach v Tab. 10, avSak ne pro vSechny zminéné
v této tabulce. Byly vybrany ty reprezentace, které maji nizkou nebo zadnou redundanci a
jsou vhodnéjsi pro dalsi zpracovani. Mezi nimi jsou Voss (10), tetrahedron (11), komplexni
Cisla (14), EIIP (16), DNA Walk (19), (20), (21), Z kiivka (22). Funkce jsou pojmenovany
adekvatné¢ voss.m, Tetrahedron.m, complexRep.m, eiip.m, DNA WalkPP.m,
DNA WalkGate.m, DNA WalkYau.m a Zkrivka.m. VSechny tyto funkce maji stejny

pozadovany vstup a to sekvenci v symbolickém zapisu ve formatu char. Pocet vystupnich
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proménnych z kazdé této funkce odpovida poctu sekvenci numerické mapy dle vzoru vystupu
v poslednim sloupci v Tab. 10 a jejich vypocet taktéz. Vystup je jiz prevedena sekvence

ze symbolického zapisu do numerického. Typ numerické sekvence je dany pouzitou funkeci.

Tab. 3: Vystupni proménné funkci pro konverzi do numerické reprezentace

Funkce Vystup Format vystupnich proménnych
vOoss.m [C, G, A, T] | logical

Tetrahedron.m [xr, xg, xb] double

complexRep.m [SB] complex double

elip.m [SB] double

DNA WalkPP.m [SB] double

DNA WalkGate.m [xX,y,2] double

DNA WalkYau.m [Cx, Cy] double

Zkrivka.m [Cx, Cy] double

Kazda ze zminénych funkci pro konverzi genetické sekvence prevede pouze jednu
sekvenci. Pro konverzi skupiny genetickych sekvenci ulozenych v proménné sekvence byla
vytvorena nadstavbova funkce reprezentace.m, avSak lze pouzit na konverzi i1 jedné
sekvence. Prvnim vstupem této funkce je proménna typu cell obsahujici nazvy sekvenci
v prvnim sloupci a samotné sekvence v druhém sloupci, oboje typu char. Druhym vstupem je
textovy fetézec typ repre identifikujici jaka numericka mapa se ma pouzit pro konverzi.
Vystupem je opét proménna typu cell, v ramci funkce nazvand ElementyRepre. Prvni
sloupec obsahuje stejnou informaci jako vstupni proménna se sekvencemi, tedy jejich nazvy.
Celkove vSak muze mit dva az pét sloupcii. Pocet je dany mnozstvim vystupt jednotlivych
funkci pro konverzi. Napftiklad funkce voss.m dava 4 vystupni vektory a tudiz vystupni
proménna funkce reprezentace bude mit 5 sloupct, jeden s nazvy a dalsi ¢tyfi s vektory. Jsou
ulozeny ve vystupni proménné ve stejném poradi jako vystup pouzité funkce pro konverzi.
Vstupni proménnd typ repre fidi podminény piikaz switch-case-end, ¢imz je
zajistén vybér urcité numerické mapy. Kazdy pfipad ptikazu switch zajisti v ramci for
cyklu postupné vybrani vSech sekvenci ze vstupni proménné se sekvencemi, jejich prevod do
numerické reprezentace a ulozeni vektoru/ numerické reprezentace do vystupni proménné
ElementyRepre. Zaroven zobrazi v oddélenych oknech grafy vektort pro jednotlivé MGE

i s nadpisem udavajicim jeho nazev a popisky os.
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5.3 Analyza podobnosti mezi mobilnimi genetickymi elementy

Jako prvni analyza numerické reprezentace MGE se nabizi nalezeni podobnosti mezi
takovymi signaly. A protoze mame k dispozici sekvence v diskrétni numerické reprezentaci,
muzeme se piiklonit k pouziti prostfedkl digitalni analyzy signald. Pro hledani podobnosti
mezi dvéma signaly je nejvhodnéjsi pouziti korelace. [24]

5.3.1. Teorie o korelaci

Utelem analyzy signal®l v &asové oblasti je nachazet vazby mezi hodnotami signalu v réiznych
zvolenych ¢asovych okamzicich a vhodné tyto vazby kvantitativné vyjadrit (nebo popiipade
zjistit neexistenci takovych vazeb). Pravdépodobnostni vztahy mezi hodnotami signall, napf.

fm @ fn, 1ze pak vystihnout pomoci korelace, jejiz vztah je urCen jako

1
Rrg(m,m) = E{fu(mgu(m) =3 ) fumgu® )

w=wq

Kde E predstavuje souborovou stfedni hodnotu, f,,(m) je hodnota funkce f,,
v okamziku m, g,,(n) je hodnota funkce g,, v okamziku n, a M je pocet diskrétnich vzorka
shodny pro obé funkce. [24] Tato funkce je vSak dvourozmérnd, zavisi totiz na Casovych
okamzicich m a n. Pokud zavedeme nezavislost pravdépodobnostnich charakteristik na Case,
tedy pfi jejich definovani nezalezi na stanoveni pocatku osy, muzeme zjednodusit vztah
na jednorozmérny. Zavislost se pak bude tykat rozdilu ¢asu a ne na absolutnich dvou ¢asech,

tedy vztah se zméni na

Rrg(m,n) = Reg(m+d,n+d) = Rrg(m —n) = Rpy(7) @)

Rozdil t (posun) 2 funkci vici sob€, neboli vzdalenost mezi m a n, a d je hodnota
posunu na kazdé funkce. [24] Takto upraveny vztah lze jednoduse aplikovat na porovnavani

signalti ve formatu

=
Ry(D) =2 ) 2Dy =) )
i=0
Definovanou pro x(n) a y(n), kde n = 0, ..., M-1. 1y,,(7) predstavuje hodnotu korelace

mezi dvéma signaly x a y pro hodnotu posunu 7, a M je pocet diskrétnich vzorkt signalu. [24]
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5.3.2. Korelace v Matlabu

Tento vztah (5) Ize najit v prostfedi MatLab realizovany pod funkci xcorr integrovany
v Signal Processing Toolboxu. Pfi jeho nejjednodussim pouziti jako r = xcorr (x, V)
nemusi mit signdly stejnou délku. Tato funkce si kratsi signal doplni nulami na jeho konec
tak, aby mély signaly stejnou délku. [25] Vystupem je vektor nevahovanych hodnot korelace
mezi dvéma signaly pro kazdy vzajemny posun. Tato funkce umoziuje definovat dodatecné
parametry ovliviiujici jak vstupni signaly, tak vystupni vektor. Umoziiuje volbu normalizace
vystupniho vektoru a tudiz zisk vahovanych hodnot korelace. Napiiklad 'coeff'

normalizuje hodnoty korelace tak aby autokorelace signéalu pfi nulovém posunu byla rovna 1.

1

Ryy(m)

R\xy,coeff (m) =
JRa @R @) ®)

Ve tomto vztahu piedstavuje R,,(0) autokorelaci signalu x pfi nulovém posunu
a I?yy(O) ma stejny vyznam. I?xy(m) je hodnota korelace mezi signaly x a y pii posunu m.
Timto zpisobem je dosaZzeno zminéné normalizace, kdy pfi ﬁxy,coef r(m) =1 jsou signaly x

a y naprosto shodné na vajemném posunu m. [25]

5.3.3. Vysledky korelace mobilnich genetickych sekvenci

Funkce korelace vysledky.m. byla vytvorena za ucelem zisku hodnot nejlepSich
korelaci mezi numerickymi sekvencemi i s pozici vzajemného posunu pro tuto hodnotu.

Na zaklade téchto vysledku lze dale stanovit, zda se MGE navzajem podobaji.

Vstupem zustava proménna typu burikového pole (cell). Funkce je koncipovana na praci

s vystupem ElementyRepre z funkce reprezentace.m.

Zakladem funkce je vypocet korelaci dvou numerickych sekvenci ze vstupni proménné
ElementyRepre. Pokud je jedna ze sekvenci kratsi nebo delsi, posouva se okno po delsi
sekvenci a korelace se pocitda v okné. Délka okna je rovna délce kratsiho signalu. Timto
zpusobem se eliminuje problém s pozadavkem stejné délky vstupnich sekvenci do funkce

xcorr pokud potifebujeme ziskat jako vystup normalizované hodnoty korelace.

Vystup funkce jsou dvé proménné typu cell, kde nalezneme v prvni vystupni proménné
podobnostiXcorr je matice hodnot korelaci mezi v§emi moznymi dvojicemi signalt
a v druhé vystupni proménné posunyXcorr pozici vzajemného posuvu pro korespondujici
hodnoty v proménné podobnostiXcorr. Kazda vystupni proménnd ma tolik bunék, kolik
je vektor numerické reprezentace a jsou ve stejném poradi jako vystupy funkce pocitajici
konverzi symbolické sekvence dle numerické mapy. Na zvoleném souboru dat, na 10 ndhodné
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vybranych sekvencich MGE (Tab. 4), 5 sekvencich gena (Tab. 2) a 5 nahodnych sekvencich,
byla provedena korelace v plovoucich oknech pro 8 riznych numerickych reprezentaci
genetické sekvence. Pro zajisténi validity analyzy byly zahrnuty sekvence neobsahujici zadny
MGE (sekvence genti a nahodné sekvence) a vici nim byly testovany korelace zminénych
MGE. Tento soubor dat symbolickych sekvenci lze nalézt v souboru

korelaceMGEdata.mat na pfilozeném DVD.

Tab. 4: Nahodné vybrané sekvence MGE pro korelaci

Organismus Délka genomu [bp] | Typ MGE Délka [bp]
1S4321 1327
Klebsiella pneumoniae | 37606
ISPal2 1387
1S200 2 709
Salm'onel'la 4857450
typhimurium 1S200_5 709
IS10 1315
Salmonella enterica 218160
IS1 748
IS100 1954
Yersinia pestis 4653728
I1S1541 712
1S1397 1427
Escherichia Coli 5231428
1S630 1110

Kazda matice korelaci vSech moznych dvojic mezi sekvencemi byla prozkouména
a byla zjistovana primérna hodnota korelace, maximalni hodnota korelace a minimalni
hodnota korelace pro kazdy pfevod dle numerické mapy zvlast. Zarover bylo zkoumano, zda
je signifikantni rozdil mezi vzdjemnymi hodnotami korelace MGE oproti hodnotam korelace
mezi MGE a sekvencemi bez MGE (sekvence gent a nahodné sekvence). Také se pohlizelo
na minimalni hodnotu korelace a jeji vyskyt. Obzvlast jestli minimalni hodnota korelace mezi
MGE je niz§i nebo vy$§i nez minimalni hodnota korelace mezi kodujicimi sekvencemi
a ostatnimi MGE. K zobrazeni hodnot korelaci a nalezeni rozdilu nebo podobnosti nejlépe

poslouzilo zobrazeni v boxplotech (viz Obr. 11)

Mnoho matic korelaci riznych numerickych reprezentaci neudava zadny rozdil, tedy se
nenalel zadny rozdil mezi numerickou reprezentaci sekvenci bez MGE a sekvencemi s MGE,
napiiklad v Tab. 19 a vSechny sekvence v souboru dat si byly velice podobné.
Zaznamenatelny rozdil se vyskytuje pfi pouziti numerickych map DNA Walk (puriny,

pyrimidny) a u Z kiivky pro pifevod symbolické genetické sekvence jesté vetsi.

Pii konverzich Z kiivky jsou v hodnotach korelaci signalti z-ové osy viditelné rozdily

mezi korelacemi signali MGE versus nahodné sekvence, ale i signaly gend versus inzercni
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sekvence, viz Tab. 18. Z-ova osa hovofi o distribuci silnych vazeb oproti slabym vazbam
v sekvenci. Pfi pohledu na statistiky minimalnich a maximalnich hodnot korelaci v Tab. 18
lze fici, ze rozsah hodnot korelaci mezi geny a MGE je <0,73; 0,99> se znacné piekryva
s rozsahem pro korelace mezi MGEnavzajem <0,76; 1,00>. Nelze na zaklad¢ takto velkému
prekryvu vyvodit zadny rozdil v numerické reprezentaci MGE oproti numerické reprezentaci
genll. Vyznamnéj$i rozdil je mezi MGE a signaly nahodnych sekvenci. Normalizované
korela¢ni hodnoty mezi nimi se pohybuji v rozsahu <0,36; 0,97>. Pfesto je mezi nimi velka

mira podobnosti znazornéna i prekryvem boxploti v Obr. 11.

Graficka vizualizace korelace sekvenci v Z krivka - osa z reprezentaci
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Obr. 11: Boxploty hodnot korelaci mezi sekvencemi pro z-ovou osu Z krivky

5.4 Analyza charakteru genomického signialu

Po prozkoumani a hledani strukturalni podobnosti mezi Cislicovymi signaly reprezentace
MGE bylo piistoupeno k hledani charakteristického znaku nebo znakd vramci celého
genomu v organismu. Protoze dnes jiz jsou k dispozici prostfedky pro zisk celého genomu
organismu, muzeme tak prevést s pomoci numerické mapy cely genom a zkoumat jeho

charakteristiky jako celku nebo prochazet genom po ¢astech a sledovat jeho vyvoj.

Pro zkoumani MGE v ramci celého genomu je tieba vyznacit ¢asti genomu, kde se
MGE nachazi. K tomu byla na zakladé dat z Tab. 12, Tab. 13, Tab. 14, Tab. 15 a Tab. 16
vytvorena burikova pole obsahujici posloupnosti pozic zacatku a konce kazdého typu MGE

zvlast’ po genomech (napi.. EC_pozice). Po pfevedeni symbolické reprezentace genomu
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do numerické a jeho vykresleni, byly zvyraznény za pouziti téchto vektora ¢asti sekvence
obsahujici MGE. (Obr. 12) Pro barevné zvyraznéni téchto Casti byla pouzita voln€ dostupna
funkce ShadePlotForEmpahsis na webu Mathworks. [41]

Salmonella enterica
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Obr. 12: Genom Salmonella enterica s vyznaéenymi MGE
Pouzita numericka mapa DNA Walk (Krok)

Jednotlivé numerické reprezentace prozkoumavanych organismti byly postupné
prochézeny a vizualné studovany jakékoliv strukturalni zmeény v pribéhu signalu. Byly
hledany znaky, jez se objevuji v prubéhu jinych biologickych signalti a charakterizuji urcity
hledany jev pouzivany dale v diagnostice. Zaznam casové zmeény elektrického potencialu
zpusobeného aktivitou zaludeCni stény, elektrogastrogram, se pii kontrakcich svalstva
vyznacuje zvySenim kmitoctu staha viditelného na signalu. [42] Zména frekvence v signalu je
stézejni 1 ve studiu elektroencefalogramu. Kmitoc¢tovy obsah zaznamu elektrické aktivity
mozku je ¢lenén do skupin dle frekvence. Tato frekvencni pasma odpovidaji riznym stavim
(spanek, bdéni, ...). Nehodnoti se pouze jednotlivé rytmy, ale i amplitudy, tvary, netypické
grafoelementy a dalsi. To vSe ma diagnosticky vyznam napf.: u posuzovani epilepsie a jeho
loziska nebo stanoveni mozkové smrti. Grafoelementy jsou obvykle vazané na patologické

jevy a mohou to byt komplexy hrota a vin, vietena, ostré vinky apod. [43],[44]

Prochazeni signali genomut s vyznaCenymi useky MGE slouzi k vizualni analyze
prubéhu a studiu piipadnych strukturalnich odliSnosti charakterizujicich pfitomnost MGE.
Zaméfeni bylo na strukturalni odli$nosti nebo zmény v prabéhu signalu typické pro jiné

biologické signaly:
e Zmeéna frekvence
e Zmeéna amplitudy

e Tvary (zména nebo jeden tvar ¢i struktura objevuyjici se napii¢ MGE)
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e Grafoelementy (piky, hroty, vilny, vietena, priachody izolinii atd)

Pro vizualni analyzu celého priabéhu genomu nejsou nékteré numerické mapy vhodné.
Hlavnimi divody jsou postradani signalového charakteru napfiklad u Voss reprezentace,
délka genomu nebo nepiehledny charakter numerické reprezentace. Ve vhodnych
reprezentacich genomu nebyly prizkumem nalezeny zadné odliSnosti mezi Castmi MGE
a zbytkem signalu. Nebyl zpozorovan ani n&jaky druh prechodového jevu v okoli pocatku
nebo konce MGE. Naopak bylo zjisténo ze konkrétni typ MGE ma témér stejny tvar at’ uz se
nachazi kdekoliv v numerické sekvenci genomu. (Obr. 13) Tudiz opacny efekt, vliv pozice
v genomickém signalu, tsektt CDS, gend, intront, exont apod nema vliv na tvar MGE také.
Proto byly vySe zminéné odlisnosti dale hledany jak v Casti sekvence signalu odpovidajici

pouze MGE tak pred zac¢atkem cCasti signalu MGE i za koncem ¢asti signalu s MGE.

Z genomického signalu byly vyjmuty jak casti MGE s useky pfed a za nimi tak
samostatné zaCatky a konce jednotlivych MGE - invertovand opakovani. K ziskani
zminénych usekd byly vytvoreny dalsi vektory s hodnotami pozic vychazejicich z piivodnich

vektord (napf.: EC_pozice.mat).

Escherichia Coli IS1541A-like
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Obr. 13: DNA Walk (Krok) elementu IS1541A-like z ruznych mist genomu

Escherichie Coli
Grafy na pravé strang patfi reverzn¢ komplementarnim elementim IS1541A-like
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Usekam pied a za MGE v signalu byla vénovana pozornost navic. Byly zobrazeny jak
samostatnd invertovana opakovani tak i s pfesahem do oblasti pfed a za invertovanymi
opakovani. Délka prodlouzenych usekll byla zvolena o velikosti 200 vzorkl (bp), protoze se
prumérna délka MGE ve zvolenych organismech pro tuto praci pohybuje kolem 1000 bp a
usek o 200 vzorcich prfedstavuje dvacet procent této délky. Opét nékteré numerické
reprezentace nedavaly dostatecné vhodné zobrazeni pouzitelné pro dalsi detekce nebo
naleznuti charakteristického znaku nebo znaku. Pfi vykresleni téchto prodlouzenych useka
MGE ve vhodnych numerickych reprezentacich byl potvrzen piedchozi poznatek ohledné
stejného prubehu daného MGE nezavisle na pozici v sekvenci a neni ovlivném zadnym jinym
parametrem ze signalu, jak je mozné vidét na IS1541A-like na Obr. 13, protoze navzdory
vyseku z genomu, vSechny vypadaji stejné. Ani pfed MGE ani za MGE nebyl zpozorovan
zadny jev, ktery by vSechny MGE doprovazel a byl vyuzit jako znak pfitomnosti MGE

v signalu.

Tab. 5: Invertovana opakovani (IRL, IRR) mobilnich genetickych elementi [49]

Organismus | MGE Zacatek | Konec Délka Zacatek | Konec Délka
IRL [bp] | IRL [bp] | IRL [bp] | IRR [bp] | IRR [bp] | IRR [bp]

Klebsiella ISKpnll |1 16 16 1275 1290 16
pneumoniae I ep 15 20 20 1363 1387 20
Salmonella IS10 1 15 15 1301 1315 15
enterica 154321 | 1 12 12 1306 1317 12
Yersinia | 18285 |1 29 29 1287 1315 29
pestis 5100 | 1 28 28 1927 1954 28
Escherichia | 11397 | 1 25 2 1402 1426 25

Coli

Invertovana opakovani maji rizné délky pro rizné MGE. Pohybuji se od 7 bp az po 150
bp. [17] Pro zobrazeni byly vybrany MGE s invertovanymi opakovanimi o délce 12 az 29 bp
pro snadnéjsi vizualni analyzu. [17] Zvlast’ se zkoumala leva invertovana opakovani (pocatek
MGE, IRL) a prava invertovana opakovani (konec MGE, IRR). Grafy byly tvofeny daty
raznymi MGE ze vSech organismu (viz Tab. 5). Tyto useky vSak nebyly zkoumany pouze
na urovni numerické reprezentace, ale byly vyjmuty i ze symbolické reprezentace genomd,
zarovnany a zobrazeny pro porovnani s numerickou reprezentaci. Timto by mél byt ziskan
prehled o obou reprezentacich a umoznéna snadna kontrola useku nebo tvaru ze signalu
s jejim protéjSkem v symbolické genetické sekvenci. I zde nebylo mozné pro zkouméani pouzit
nekteré numerické reprezentace. Na grafech znazornujicim nékolik IRL. MGE (Obr. 15) lze
vidét, ze rozdily v délce mohou byt signifikantni. Tento fakt by ztézoval naleznuti spolec¢ného
motivu IRL nebo IRR. AvSak v zadné z os Z kfivky (napt.: Obr. 27, Obr. 28), v EIIP nebo
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v DNA Walk (napf.: Obr. 15, Obr. 26) reprezentaci neni viditelnd spole¢na charakteristika
mezi IRL nebo IRR navzajem. Pfi prizkumu zarovnanych symbolickych sekvenci (Obr. 14,
Obr. 29) je potvrzena odlisna skladba sekvenci zptisobujicich rizné signaly v reprezentaci jak
pro IRL tak pro IRR. K zarovnani viditelnému v Obr. 14, Obr. 29 byla vyuzita funkce
matlabu multialign a pro zobrazeni funkce segalignviewer. Multialign byl pouzit
s defaultnimi parametry, metoda vahovani sekvenci (WeightsValue) nastavena na THG,

skorovaci matice (ScoringMatrixValue) na NUC44.
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Obr. 14: Zarovnani symbolickych sekvenci IRL zobrazenych v Obr. 15
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Leva invertovana opakovani
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Obr. 15: Porovnani IRL po konverzi numerickou mapou DNA Walk (Krok)

5.5 Spektralni analyza

Predchozi analyzy genetického signalu v numerické podobé se odehravaly v casové
oblasti. Stale zbyva probadat frekvencni oblast, jinak ¢asové-frekvencni. Frekvencni analyza
poskytuje alternativni formu zobrazeni, kterd rozlozi signal do komponent, jez od sebe oddéli
jednotlivé jevy promichané v Casové oblasti. [45] Je potfeba prevést Casové signaly
do frekvencni oblasti. Signaly ziskané pfevody dle numerickych map nejsou ze své povahy
Casové, ale pro pouziti matematickych vztahti umoziujicich frekvencni analyzu se bude

povazovat geneticky signal za cCasovy, pfiCemz jeden nukleotid bude odpovidat jedné

sekundé.
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5.5.1. Fourierova transformace

Rozlozeni komponent signalu muze byt dosahnuto nékolika zptsoby, jednim z nich je
Fourierova transformace. [45] Podle Fourierovy transformace je signal aditivni smes
nekonecného poctu harmonickych slozek, to je amplitudy a pocatecni faze vSech jeho slozek.
Spektrum diskrétniho signalu (to je vzorkovaného signalu), ptedstavujici rozlozeni linearni

kombinace diskrétnich harmonickych slozek, je dano jeho diskrétni Fourierovou transformaci

N-1
F(kQ) = Z f(nT)e=/kanT, )
n=0

kde n a kjsou celociselné indexy a N je pocCet prvki transformované posloupnosti.
V rovnici se signal f s Casovou posloupnosti vzorka nT (T je vzorkovaci perioda) rozlozi
na harmonické komponenty o frekvencich kQ (Q je N-tina vzorkovaciho kmitoctu). Pak
F(kQ) predstavuje komplexni spektralni koeficienty. [24], [46]

Absolutni hodnota komplexniho spektralniho koeficientu udava piislusné harmonické
slozky o kmitoctu kQ a argument (faze) tohoto komplexniho Cisla udava pocatecni fazi této
slozky. Soubor vSech N spektralnich koeficientt vytvaii diskrétni spektrum daného signalu,
soubor absolutnich hodnot téchto koeficienti je amplitudové spektrum a soubor fazi
koeficientd tvori fazové spektrum. [24]

5.5.2. Vykonové spektrum

Stochasticky signal je vysledkem stochastického (nahodného) procesu a jeho hodnoty neni
mozné predem znat, nanejvys muzeme predpokladat, Ze budou v n€jakém intervalu s néjakou
pravdépodobnosti. Jsou tedy neurcité. To samé plati 1 o genetické sekvenci a tudiz jeji
numerickou reprezentaci taktéz budeme povazovat za stochasticky signal. Je tfeba mit na
paméti, ze jakmile probeéhne realizace nahodného signalu, v nasem piipadé skenovani
sekvence nebo genomu, stava se signal deterministickym, jelikoz jiz zname cely jeho pribéh
ajiz je nemeénny.

Spektralni analyzu stochastického signalu umoziuje vykonové spektrum, jez je
souborovou stfedni hodnotou individuélnich spekter pfes vSechny realizace procesu. V praxi
1ze vSak vykonova spektra pouze odhadovat na zakladé konecného poctu realizaci nahodného
signalu. K dispozici jsou dvé zéakladni metody odhadu, metoda periodogramu a metoda

korelogramu.

Metoda periodogramu aproximuje souborovou stfedni hodnotu pramérem
individualnich vykonovych spekter z M realizaci a 1ze odhadovat pouze na zakladé kone¢ného

poctu realizaci signalu. V praxi se pristupuje k vahovani oknem w(n) a pro kazdé spocitame
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spektrum diky DFT , nasledné se slozky spektra umocni a v poslednim kroku sectou
a zpraméruji.

Jelikoz se pohybujeme stale v oblasti pouzivani metod Cislicového zpracovani signalu
na genomicka data, je tfeba i zde osvétlit pouziti n€kterych pojmt. Napiiklad vzorkovaci
frekvence f,; udava pfi snimani signalti pocet vzorkli zaznamenanych za jednotku Casu, jeji
méfitelnou jednotkou je pak Hz = s”. V genomickém signalu viak odpovida jeden vzorek
jedné pozici v genetické sekvenci a nijak nesouvisi s Casem. Pojem vzorkovaci frekvence tak
je tfeba upravit na pouhé relativni méfitko s bezrozmérnou jednotkou. Relativni vzorkovaci

frekvence f,,= 1 je jednotna pro vSechny genomickeé signaly.

Je znamym faktem, ze v DNA sekvencich jsou pfitomny periodicity, zvlasté v urcitych
Castech genomu jako exony. [47] V DNA sekvencich se vyskytuje tii bazova periodicita, ktera
vytvaii velice ostry hrot ve vykonovém spektru na frekvenci 1/3. [35] Cast&jsi vyskyt jednoho
MGE v genomu lze taktéz oznacit jako peridocitu anebo repetici. To vede k mySlence detekce

MGE ve vykonovém spektru.
Podle [35] lze ziskat kroky algoritmu detekce repetic pfi spektralni analyze:
e Zisk sekvence v numerické reprezentaci.

e Spocitat vykonové spektrum a prumér spektra pies celou sekvenci. Kazdou

hodnotu vykonového spektra podélit hodnotou priméru.

o Identifikovat ve spektru vSechny piky wvys§i nez hranice. Kazda takto
identifikovana frekvence f; je potencialni repetice o délce N; = 1/f (Obr. 16a).
Na zakladée simulaci byla v algoritmu dle [35] zvolena hranice o hodnot¢ 4.

e V klouzavém okné délky m vycentrovany na pozici j v sekvenci se opét pocita
vykonové spektrum, jeho prumeér, podéli tyto hodnoty a nasledné zjisti, zda se
vtomto posunu okna nachazi vys§i hodnota frekvence f; nez je stanovena
hranice. Timto zpisobem zjistime, v které Casti sekvence se repetice nachazi.
(Obr. 16b)

e Nyni je znama délka repetice 1 usek sekvence, v némz se nachazi jedna nebo

vice.

e Vuseku se uvazuji vSechny moznosti repetic o délce N; a zarovnanim se
identifikuji ty vyskytujici se nejCastéji.

Vysvétleni algoritmu v [35] vSak trpi vaznymi nedostatky. Prvnim je chybégjici
specifikace pouzité numerické mapy, dale vzorec uvedeny pro vypocet vykonového spektra
nema vysvétleny vSechny prvky a chybi specifikace typu zarovnani sekvenci. Tudiz tyto
chybéjici nebo nedostateCné osvétlené casti byly upraveny. Pro vypocet vykonového spektra
se pouzila metoda periodogramu, ktera se aplikovala na v§echny numerické mapy. Provedly
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se tedy pouze prvni tii kroky algoritmu, aby prvotnim tkolem zistalo zjistit, zda pfi téchto
modifikacich 1ze na modelové sekvenci stale detekovat MGE jako repetici, jinymi slovy, zda
nalezneme ojedinélé piky vyssi nez hranice. Analyza byla provedena na modelové sekvenci
zminéné v kapitole 5.1 s pouzitim numerickych map pro komplexni &isla, EIIP, vSechny
postupy DNA Walk a osy Z kiivky. Vzhledem k repetici o délce 20 bp v modelové sekvenci
byl hledan pik vyssi nez hodnota 4 na frekvenci 0.05 (1/20).
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Obr. 16: Detekce repetic ve vykonovém spektru — teorie [35]

a. Vykonov¢ spektrum podé€lené jeho prumérem s piky na f=1/11 a f=1/2

b. Vysledek analyzy klouzavym oknem se skenovaci frekvenci f=1/2, repetice se nachazi mezi
pozicemi 800 a 900bp

Po prozkoumani vSech periodogramii modelové sekvence byly identifikovany
3 numerické mapy, kde se pik na pozadované frekvenci objevil. Jedna se o DNA Walk
(Krok), x-ova osa DNA Walk metody Gate a x-ova osa Z kiivky. Na Obr. 17 lze vidét
v prvnim grafu nevyhovujici upraveny periodogram (podéleny primérem vykonového
spektra) pfi pouziti numerické mapy Komplexni Cisla. Jelikoz modelova sekvence byla
vytvorena jako nahodnéa sekvence a upraveny pouze jejich prvnich a poslednich 20bp, aby
predstavovaly inverzni repetice neni mozné, aby bylo detekovano tolik repetic ozna¢enych
modrymi liniemi. Cervena linie ukazuje ve viech grafech spravné misto piku pro modelovou
sekvenci. Nicméné dalsi dva grafy ukazuji piky v ostatnich upravenych periodogramech.
Ackoliv jiz je pfitomen pik na frekvenci 1/20, ukazaly se ve vykonovych spektrech i dalsi

piky, které jsou nezadouci a zavadéjici. Opét by tyto piky, vyznacené modrou ¢arou, nemély
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byt ptitomny. Jediny pik, ktery by mohl byt objasnitelny, souvisi s frekvenci 1/3 spojeny s tfi
bazovou periodicitou v kodujicich sekvencich. Ten se vSak vyskytuje pouze v prvnim grafu.

Detekce v periodogramu
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Obr. 17: Detekce repetic ve vykonovém spektru - test
Cervena vyznaéuje misto, kde musi byt pik vy$§i nez hraniéni hodnota 4 rad” kvali repetici, modra
vyznacuje dalsi mista vy$si nez hrani¢ni hodnota

5.5.3. Spektrogram

Dalsi Casové frekvencni analyzou je vyvoj spekter v Case, spektrogram. Jejim ucelem je
zachytit vyvoj kratkodobych spekter, jejichz charakter se v ¢ase méni. Kazdé dilci spektrum je
odvozené z kratkého useku signalu, vymezeného posuvnym oknem zvolené délky (pocet
vzorktl N). Dostavame tak spektra s tmérn€ malym frekvencnim rozliSenim, ale odpovidajici
jednozna¢né definovanému tseku ¢asové osy. Kvuli snaz§imu sledovani vyvoje ve spektrech

se dil¢i kratkodoba spektra obvykle sestavuji do soubort.

Vyvoj vykonovych spekter v ¢ase se vyuziva pro analyzu riznych signali. V analyze
variability srde¢niho rytmu s ni lze odhalit ischemickou epizodu na zakladé chybéjiciho

vykonu na urcité frekvenci pres nékolik dil¢ich kratkodobych spekter, spektrogram
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fonokardiogramu muze odkryt aortové Selesty a v elektroenecefalogramu s jeho pomoci lze

zjistit presny okamzik nastupu spanku.

Jelikoz spektrogram dokéaze odhalit zménu vzniklou ve spektru v urcité Casti signalu,
byla provedena tato analyza i u genomického signalu. Vypocet dil¢ich spekter bude

v posuvném okné po vzorcich, ne po ¢asové ose.

Spektrogramy numerické mapy DNA Walk PP
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Obr. 18: Spektrogramy IRL (numerické mapa DNA Walk PP)
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Obr. 19: Spektrogramy IRR (numerické mapa DNA Walk PP)

Spektrogram celého genomického signalu by byl pfili§ dlouhy a bylo by obtizné v ném
najit usek odpovidajici MGE. Vhodnéjsi se jevi analyza kratSich useku, v niz se zaméfime na
zacatky (IRL) a konce (IRR) MGE. K tomu lze opétovné vyuzit data pouzitd v ramci analyzy
zminéné v kapitole 5.4. Ve spektrogramech zobrazime i nahodné sekvence a kodujici
sekvence bez repetic pro porovnani umoziujici identifikaci rozdild charakterizujicich

ptitomnost MGE v signalu. Pro vypocet byla pouzita funkce Matlabu spectrogram
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za pouziti jejich dodatenych vstupnich parametri window (délka okna), noverlap (pocet
vzorkt prekryvu mezi okny), f (vektor frekvenci, pro néz se spocita dil¢i spektrum),
fs (vzorkovaci frekvence). Tato funkce pouziva k vypoctu vykonového spektra Short Time

Fourier Transform (STFT), zalozenou na rychlé Fourierové transformaci (7).

Vybér ze spektrogrami riznych numerickych map zacatkt a konci MGE s piesahem
do usekt pred zacatkem a za koncem o celkové délce 200 bp navic je mozné vidét na Obr. 18,
Obr. 20 a pak v prilohach v Obr. 30, Obr. 31, Obr. 33, Obr. 34. Opét byly pouzity MGE
z Tab. 5 nastavenim vypoc¢tu spektrogramu na okno o velikosti 50 vzorki a prekryvem
25 vzorka. Prechod do nebo ze signalu MGE se nachazi presné uprostied osy vzorkd.
Na prvni pohled Ize vidét snizenou hodnotu spektra v okoli poloviny frekvencni osy
(frekvence 0.5), avSak pfi porovnani se spektrogramy nahodnych sekvenci (Obr. 20) je tato
uvaha vyloucena jelikoz 1 v téchto spektrogramech se nachazi snizend hodnota spektra. Jiny
spolecny jev nebyl vidén v zadném z ostatnich spektrogramt ostatnich numerickych konverzi.

Spektrogramy numerické mapy DNA Walk PP
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Obr. 20: Spektrogramy nahodnych sekvenci (numericka map DNA Walk PP)

5.6 Korelace elementu viici signalu

Na zakladé principu detekce dil¢ich ctecich sekvenci v ISMapperu [37] a detekce
konsensualni MGE [28] byla postavena dalsi analyza. Jak je zminéno dfive v kapitole 5.4,
numericka reprezentace konkrétniho MGE mé naprosto stejny tvar kdekoliv v genomu. Tudiz
prevedeme pouze sekvenci MGE do numerické reprezentace a tu budeme na zakladé korelace
hledat v plovoucim okné po genomickém signalu. Jako zkusebni MGE byl zvolen IS1415A-
like, ktery se nachazi 1 na komplementarnim vlaknu. Doposud se problematice detekce MGE
na komplementarnim vlakné nevénovala pozornost. Mista vyskytu IS1541A-like v genomu
Escherichie Coli dle NCBI jsou shrnuté v Tab. 16 a jeho stejny prubéh signalu kdekoliv
v genomu lze vidét na Obr. 13. Tento MGE je v genomu Escherichie Coli pfitomen

devatenactkrat, a sedm z nich je na komplementarnim vlakné. Korelace v plovoucim okné
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po genomickém signalu jasné vyznacuje vahovanymi korela¢nimi hodnotami vyskyt MGE viz
Obr. 21. Pokud funkci pro korelaci v plovoucim okné upravime tak, aby vystupem byly
1 pozice maximalnich korelaci, ziskame piehled o spravnosti detekce viditelné v Tab. 6.

Pouzita numerickd mapa ovliviiuje schopnost presnosti detekce pozice zacatku MGE.

Detekce I1IS1541A-like v Escherichia Coli
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Obr. 21: Detekce IS1541A -like v genomu Escherichie Coli
Nahote: Detekce v signale po konverzi dle numerické mapy Cela ¢isla

Dole: Detekce v signale po konverzi dle numerické mapy DNA Walk Gate (osa x)

Jedina vhodna numericka mapa pro detekci elementt korelaci v genomu nahrazuje bazi
Cislem, tedy mapa Cela Cisla. Pro zisk lepSich vysledku detekce bylo tieba tuto mapu upravit
amisto T=0,C=1, A=2, G=3 byly hodnoty ur€eny jako A=1,C=1,G=1,T=1. A
pouzita numerickd mapa ovliviiuje schopnost piesnosti detekce pozice zacatku MGE také.
Ostatni numerické mapy se projevily jako naprosto nevhodné identifikovat pozici jak Ize vidét
na Obr. 21 dole. Ackoliv pro sledovani vlastnosti genetické sekvence je numericka mapa Cela
Cisla naprosto nepiijatelna, jelikoz zavadi parazitni vlastnost, pro detekci MGE se zde
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projevila jako nejvhodnéjsi. Vysledky detekce jsou pro porovnani shrnuty ve zminéné Tab. 6

a lze vidét ze v pripadé detekce IS1541A-like mobilniho genetického elementu je maximalni

odchylka od spravné pozice 12bp. Maximalni rozdil v detekci o 12bp je s ohledem na délku

IS1541A-like 711bp vice nez prijatelny. Primérné se detekce odchylila o 3,1 bp.

Tab. 6: Porovnani vysledkii detekce se skutecnymi zacatky IS1541A-like

Pozice zacatku dle NCBI
[bp]

Nadetekovana pozice
zacatku [bp]

Rozdil detekce oproti
spravné pozici [bp]

308 309 1
67629 67627 -2
81932 81933 1
192688 192685 -3
542208 542209 1
749662 749663 1
1208542 1208543 1
1239332 1239330 -2
1311709 1311710 1
1341555 1341555 0
1574016 1574014 -2
2148219 2148229 12
2231360 2231361 1
2467364 2467376 12
2483124 2483125 1
3026281 3026293 12
3283628 3283640 12
3329874 3329886 12
5210335 5210335 0

Detekce MGE musela probéhnout ve dvou fazich. Vyskyt MGE i na komplementarnim

vlakné vyzaduje druhou fazi detekce. Na komplementarnim vladkné se MGE objevuje navic

v reverzni podobé€. Dusledek v otoCeni prabéhu numerické reprezentace vertikalné lze

zaznamenat jiz na Obr. 13. Jelikoz korelace funguje na principu hledani podobnosti mezi

Casov€é posunutymi signaly zvladne nanejvyS odhalit similaritu v prubézich otoCenych

horizontalné proti sobé. Diky tomu je tfeba mit kazdou sekvenci MGE v obou svych

podobéach a korelovat obé s genomickym signalem.

45




6 Detektor mobilnich genetickych
elementu

Na zakladé informaci ziskanych zvysledkli predchozich analyz moznosti identifikace
ptitomnosti MGE v genomickém signalu 1ze pfistoupit k navrhu detektoru MGE. Korelace
numerické reprezentace MGE v genomickém signalu ukazala nejlepsi uréeni mista vyskytu
MGE. Jedna se pouze o konkrétni MGE, tudiz pro detekci dalSiho MGE je tieba mit jeho
numerickou reprezentaci a tu vyhledavat za pouziti korelace v genomickém signalu. Bohuzel
neni mozné vytvorit spolecnou vzorovou sekvenci pro vSechny MGE a tu vyhledavat v celych
genomech, protoze vysledky analyzy v kapitole 5.3 neukédzaly zadné odliSnosti signalu
kodujici sekvence nebo nahodného signalu od signali rlznych numerickych reprezentaci
riznych MGE. Taktéz neodhalily zadny spolecny rys nebo znak v reprezentacich MGE

pouzitelny pro generalizaci na v§echny typy MGE a néslednou detekci.

— Vistup
ot ) Vstup: taci Naéteni knihovny Korelace MGE s Zisk pozic nejvyssi Graf signilu genomu s
P duekee motivMGE [ 7]  genomem [ ”|  korelace detekovanymi MGE

Vektor detekovanych pozi

Obr. 22: Diagram detektoru MGE v num. reprezentaci genomu

Pro sestaveni detektoru MGE je nejprve potieba vytvorit knihovnu numerickych
reprezentaci jednotlivych mobilnich genetickych elementi. Dale je tfeba upravit funkci pro
pocitani korelace v plovoucim okné€ po delsi sekvenci, aby nacitala tuto knihovnu a jejim
vstupem byla numericka reprezentace genomu organismu nebo sekvence, v niz bude hledan
MGE. Jako vystup se ur¢i okno s grafem sekvence s vyznaCenymi detekovanymi elementy
a bunikové pole obsahujici nazvy a pozice detekovanych MGE.

V genomech organismt vyuzivanych v ramci této prace lze najit MGE uvedené
v priloze (Tab. 12, Tab. 13, Tab. 14, Tab. 15, Tab. 16) . Ze symbolické reprezentace
genomu byly jiz dfive vynaty vSechny useky obsahujici jakykoliv MGE. Nasledné bylo
potfeba zkontrolovat miru degenerace mezi jednotlivymi sekvencemi konkrétniho MGE.
K tomu poslouzilo spocitani vzdalenostni (distancni) matice mezi realizacemi daného MGE
v symbolické reprezentaci (Tab. 7). Distancni matice byla ziskdna funkci seqpdist
s defaultnimi parametry, coz znamena ze jako metoda vypoctu proporconalni vzdalenosti byla
nastavena na Jukes-Cantor. Pro kontrolu lze pohlédnout na zarovnani za pouziti piikazu
multialign a segalignviewer (Obr. 23). V distanCni matici bylo ovéfeno, ze se
sekvence daného MGE z riiznych mist v genomu nebo napti¢ genomy podobaji a byla z nich
vytvorena konsensualni sekvence pouzitim funkce segconsensus. Konsensualni sekvence,
predstavujici aproximaci ze souhrnu shod mezi sadou zarovnanych sekvenci, pak byla
zafazena do knihovny. [50] Pokud byla k dispozici pouze jedna sekvence konkrétniho MGE
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nebyla distan¢ni matice ani vypocet konsensualni sekvence zapotiebi a rovnou se tento MGE
zafadil do knihovny. Celd knihovna numerickych reprezentaci MGE konvertovanych dle
mapy Cela Cisla je ulozena pod nazvem knihovna.mat. Proménnou typu cell knihovna
lze kdykoliv rozsifit o dalsi fadek, kdy se dojeho prvni buiikky umisti nazev mobilniho
genetického elementu, druhé bunky numerickd reprezentace jemu odpovidajici
nekomplementarni sekvence a jeho komplementarni podoba se umisti do tfeti burky.
Knihovna v této chvili ¢ita 32 mobilnich genetickych elementd, pficemz Ctyfi ukazky lze
vidét na Obr. 25. Pokud byla k dispozici pouze jedna sekvence konkrétniho MGE nebyla

distan¢ni matice zapotiebi a rovnou se tento MGE zatadil do knihovny.

Tab. 7: Ukazka distan¢ni matice mezi MGE

Yersinia pestis Escherichia Coli
MGE IS1541_1 | IS1541_2 | IS1541_3 | IS1541A- | IS1541A- | IS1541A-
like_1 like_1 like_1
IS1541_1 |0
< IS1541_2 | 0.0014 0
5 g [1S15413 |0 00014 |0
L)
S g
IS1541A- | 0.1381 0.1397 0.1381 0
- like_1
S IS1541A- | 0.1381 0.1397 0.1381 0.1381 0
S .
= like 2
R
§ IS1541A- | 0.1332 0.1348 0.1332 0.1332 0.1338 0
S | like_3

Vzhledem k velkému poctu riznych MGE, jez se v organismech Enterobacteriae
vyskytuji, byl do funkce hledani MGE v genomu zafazen jesté druhy vstupni parametr,
TypDetekce. Druhy parametr umozii definovat jeden konkrétni motiv MGE z knihovny
jenze chceme detekovat (hodnota parametru je konkrétni ndzev). Pokud bude zadan nazev

mobilniho genetického elementu, jenz neni obsazen v knihovné, Matlab vypiSe chybovou
hlasku.
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Obr. 23: Ukazka zarovnani motivu MGE

Po pruchodu algoritmem je mozné pozorovat v grafu nového okna numerickou
reprezentaci genomu a v ném vyznacené ¢asti s mobilnimi genetickymi elementy stejnou jako
v hornim grafu v Obr. 21 anebo ve vystupu detektoru Obr. 24. V detektoru je signal umocnén
na druhou pro zvyraznéni rozdilu mezi nizkymi a vysokymi hodnotami korelace. Pokud
detekce probéhla pouze pro jeden typ MGE, bude jeho nazev obsazen i v titulku grafu.
Protoze se z grafu genomického signalu s detekovanymi nesnadno ziskavaji pozice, lze je
dohledat ve vystupni proménné detekce. Tento detektor umoziuje detekovat mobilni
genetické elementy 1 na komplementarnim vlakné v reverzni podobég, protoze obsahuje

i podobu tohoto motivu v knihovné.

Detekce IS1 MGE v genomu
0.75 T T T T

0.65 [ J

0.55

Hodnoty korelace

0.5

0.45

0-4 1 1 1 1
0 0.5 1 1.5 2 25

pozice v sekvenci [bp] «10°
Obr. 24: Detekovany IS1 v genomickém signalu Salmonelly entericy

48



35

w

N

Knihovna motivi MGE

TN3-like

4

3.5

3

25

N

1S26

151326

l I ”
00
pozice v sekvenci [bp]
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Takto postaveny detektor je ovSem potfeba 1 zevaluovat v ramci jeho schopnosti
spravné detekce. Zakladnimi hodnoticimi parametry kvality detektoru jsou statistické

diagnostické testy sensitivity a specificity.

Sensitivita je mnozstvi pravdivych pozitiv, které jsou korektné identifikovany. [48]

pravdivé pozitivni (PP)
(pravdivé pozitivni (PP) + faleSné negativni (FN))

Sensitivita =

®)

Specificita je mnozstvi pravdivych negativ, které jsou korektné identifikovany. [48]

pravdivé negativni (PN)
(pravdivé negativni (PN) + fale$né pozitvni (FP))

Specificita = 9)

Prevedeni prvka sensitivity a specificity na detekci mobilnich genetickych elementi 1ze

vysveétlit takto:
e pravdive pozitivni jsou spravné detekované MGE

o faleSné negativni jsou ty MGE, které v sekvenci jsou, ale detektor je nenasel
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e pravdivé negativni jsou mista signalu, kde nedoslo k detekci MGE a zaroveil
tam opravdu neni MGE

e fale$né pozitivni jsou detekované MGE tam, kde nejsou.

Jelikoz mame k dispozici databazi NCBI s informacemi o pozicich a typu MGE a byly
zvoleny pro tuto praci takové organismy, jejichz genom byl v tomto ohledu jiz peclivé
prozkouman, muzeme spocitat specificitu a sensitivitu vzhledem k témto informacim.
Vysledky testovani vzhledem k t€émto referencnim informacim lze nalézt v Tab. 8 a Tab. 9.
Vsechny detektory byly spustény ve vychozim nastaveni. Pokud byla detekce zacatku nebo
konce MGE mirné posunuta oproti referencnim hodnotam, byla pociitana tolerance +20 bp.
Lze tak uvést specificitu a sensitivitu jako vlastnosti detektoru. V tabulce Tab. 8 jsou

zahrnuty i data z testovani dalSich pfistupnych detektora.

Vzhledem k velikostem genomickych sekvenci je dalsim dualezitym parametrem
pro ohodnoceni detektoru i rychlost detekce. Pro hodnoceni je tfeba znat rychlosti detekce
dalsich volné pfistupnych detektori. Pro porovnani se zde navrzenym detektorem byly
vybrany detektory zminéné v Tab. 1. Principy téchto detektord Ize nalézt v kapitole 3.1 a
vSechny jsou zalozeny na detekci v symbolické reprezentaci genomu. Kazdy z nich pracuje
v jiném programovacim jazyce a jejich funkce nebo sety funkci byly stazeny a testovany na
pocitaci s procesorem Intel® Core™ 15-4460 3.20 GHz o 4 jadrech a 4 vlaknech a s operacni
paméti dosahujici 15.9 GB. VSem byla pro detekci poskytnuta stejna data - stejny genom. Byl
meéfen cCas, ktery detektor stravil detekci od rozbéhnuti programu az po jeho ukonceni
s vydanim vysledkt. Tento Cas naleznete také v Tab. 8. Vysledky byly porovnany se
zaznamy ziskanymi z NCBI a s témito vystupy lze spocitat specifictu a senzitivitu i u téchto

detektorti a porovnat ji se zjiSténymi hodnotami pro detektor MGE v numerické reprezentaci.

Tab. 8: Senzitivita detektoru — pravdivé pozitivni (PP) a faleSné negativni (FN)

MGE IS1 IS10 IS15/26 | IS4321 1S6100 Jakykoliv Cas
MGE detekce
[s]
PP PP PP PP PP FN

NCBI 5 2 4 2 1 - -

iMEx [51] 0 0 0 0 0 14 19

RepeatMasker | 1 0 0 0 0 13 150

Navrhnuty 5 2 4 2 1 0 170

detektor
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Tab. 9: Specificita detektoru — falesné pozitivni detekce (FP)

MGE IS1FP IS10FP IS15/26FP | IS4321FP | IS6100FP
IMEX 4321

RepeatMasker 10

Navrhnuty detektor 2 0 0 1 0
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7 Zaver

Mnoho numerickych reprezentaci se ukazalo nevhodnych pro hledani spolecného rysu mezi
mobilnimi  genetickymi sekvencemi. Byly provedeny analyzy jak v casové, tak
ve frekvencni oblasti, dokonce i v Casové-frekvencni, na vhodnych numerickych
reprezentacich genomui a genetickych sekvencich. Nebyl nalezen zadny vyznacny znak
spoleCny vSem typim mobilnich genetickych elemeti. Pro potrvzeni byly prohlédnuty
i samotné symbolické sekvence mobilnich genetickych elemetl, nebo jen jejich zacatkt
¢i konci. Ty by mély byt navzajem pro jeden mobilni geneticky element inverznimi
repeticemi. AvSak ani dodatenym zkoumanim symbolické reprezentace nebyly nalezeny
spolecné znaky. Na zakladé téchto analyz bylo pfistoupeno k jedinému moznému zptasobu

navrhnuti detektoru, ktery se prokazal v analyze uspesny.

Navrh detektoru je postaven na detekci numerické reprezentace konkrétniho mobilniho
genetického elementu v numerické reprezentaci genomu. Tento pfistup vedl k vytvotreni
knihovny motivi, neboli knihovny numerickych reprezentaci mobilnich genetickych
elementti. Podobné knihovny existuji pro symbolické reprezentace [28], avSak nebyla zadna
takova vytvofena v numerické reprezentaci. Zde navrzeny detektor pracuje pouze
s numerickymi reprezentacemi genomu na vstupu a diky tomu pracuyje s Cisly a ne se symboly
C, G, A, T. Prace s Cisly umoziuje pouziti matematickych postupt a nastroju, jez neni mozné
pouzit v symbolické reprezentaci. Navic prace se symbolickou reprezentaci vyzaduje naprosto
jiny pristup a metody, obvykle pomalejsi nez prace s Cisly a vyzadujici vice krokt. Diky
vyuziti Ciselného signalu reprezentujicicho genetickou sekvenci bylo mozné v detektoru
pouzit matematického vztahu pro vypocet korelace jako néastroje pro nalezeni motivu
mobilniho genetického elementu v genomu. V symbolické reprezentaci se k tomu vyuziva

narocnéjsiho lokalniho zarovnani.

Detekce mobilnich genetickych elementil je v dnesni dobé jeden z dulezitéjSich zajmui
bioinformatiky. Zde predstaveny pfistup, detekce v numerické reprezentaci, je jednim
z novatorskych pfistupi. Jednim znich je navrhnuty detektor repetic ve spektru. [35]
Ten pracuje pouze s kratkymi sekvencemi okolo 100kb, oproti detektoru predstaveném v této
praci, jez si poradi scelym genomem vétSim nez 10Mb. [35] Detekce 5 uréenych MGE
v genomu Salmonella enterica o velikosti 218160 bp trva piiblizné 170 sekund, v priméru
34 sekund na jeden motiv. Detekce vSech motivi v knihovné je logicky cCasové velice
naro¢na. Senzitivita a specificita je vysoko nad ostatnim testovanymi detektory (Tab. 8, Tab.
9). V neposledni fadé se nedetekuji opakujici se geny v genomu, jak je to u detektort repetic
v symbolickém zapise obvyklé, ani jiné ndhodné repetice. [28] Ty tvorily viceméné veskery
vystup zkouSenych volné pfistupnych detektori. Testované webové detektory jsou velice
citlivé na prvotni nastaveni a algoritmy jsou postaveny pro detekci v eukaryotech. [34]
Eukaryotni organismy maji uplné jiné typy a struktury mobilnich genetickych elementd. [5]
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Tyto detektory nejsou tedy nejvhodnéjsi pro detekci v prokaryotech, coz je jejich dalsi
nedostatek. Nedostatkem navrzeného detektoru je neschopnost detekovat nekompletni MGE
s délkou niz§i nez 85% pivodni délky. Nahradnim feSenim je poskytnout detektoru
navrzenému v této praci zkracenou sekvenci MGE, jez bude schopen detekovat.

Tato prace poskytuje novy pfistup k detekci MGE v prokaryotickych genomickych
signalech. Sestaveni a vyuziti knihovny motivii numerickych reprezentaci mobilnich
genetickych elementi doposud nebylo k dispozici. V§im vySe zminénym predstavuje silny

nastroj k vyhledani mobilnich genetickych elementi v genomu a pomoc pfi jejich vyzkumu.
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Seznam zkratek a symbolu

MGE
kb
Mb
IS
ORF
DNA

BLAST

IRL
IRR

mobilni genetické elementy

kilobaze, tisic bazi DNA

megabaze, milion bazi DNA

linze¢ni sekvence

otevieny Cteci ramec (open reading frame)

deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid), nositelka

genetické informace

Basic Local Alignment Search Tool, metoda lokalniho

zarovnani symbolickych sekvenci
levé invertované opakovani (inverted repeat left)

pravé invertované opakovani (inverted repeat right)
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Ptilohy
Tabulky

Tab. 10: Zakladni metody numerické reprezentace DNA [20]

Metoda s . Priklad konverze pro
Numericka mapa pro konverzi

konverze S(n) = [CGAT]
Voss X,=1proS(n) = X C.=[1,0,0,0]
X,=0proS(n) #X (10) | G.=10,1,0,0]
An = [O’ 1, O, O]
Tn=1[0, 1,0, 0]
Tetrahedron V2 V2
xp(n) = 3 [2T, = G — Gy xp(n) = 3 [-1,-1,0,2]
ve V6
i _ 6
xg(n) = =[G — Gy A1) | x,(n) = — [1,-10,0]
_1 1
% (1) = 5 [34n = Tn = Cn = Gn %) = 3[-1,-13,~1]
Cela ¢isla T=0C=1A=20G=3 (12) | [1320]
Redlna disla | A= —1.5,C = 0.5, [0.5,—0.5,—1.5,1.5]
G=-05T=15 13)
Komplexni A=1+j,C=—-1+]j -1+, -1—j,1+j,1—]]
Cisla G=—-1—-j,T=1—j (14)
Ctvefice A=i+j+kC=i—j—k [i—j—k—i—j+k,
(Quaternion) | G =—i—j+kT=—i+j—k I |i+j+k—i+j—k]
EIIP A =0.1260,C = 0.1340 [0.1340, 0.0806,0.1260,0.1335]
G = 0.0806,T = 0.1335 (16)
Atomové A=170,C =58 [58, 78,70, 66]
&islo G=178T=66 (17)
Péarova cisla| AneboT=1 P, =[-1,-11,1]
‘ = — (18)
(Paired C nebo G 1 P, = [-1,—1,0,0]& [0, 0, 1, 1]
numeric)
DNA Walk | CneboT =1 [1,0,—1,0]
(Krok) Anebo G = —1 19)

DNA Walk | A4 =(0,-1),C = (—1,0) (20) x = [0,—1,0,0,0]




Metoda Numericka mapa pro konverzi Pfiklad konverze pro
Konverze pap S(n) = [CGAT]
(Gate) G = (1,0),T = (0,1) y = [0,0,0, —1,0]
DNA Walk 1 3 = [0,0.86, 1.73, 2.23, 2.73]
(Yau) A=lz~7 y =[0,0.5,0,—0.86, 0]
V31
C=|—,=
272
V31 2D
G=—,—=
(7-3)
13
T=(=,—
%)
7 kiivka W= (4, +G,) — (C, + T,) x, = [-1,0,1,0]
=R, - Y, y:[1010]
=[-1,-2,-1,0
Yn = (An + Cn) - (Gn + Tn) [ ]
=M, — K, (22)
Zn = (An + Tn) - (Cn + Gn)

=W, -5,




Tab. 11: Vjhody a nevyhody reprezentaci [20],[21],[22],[23]

Metoda Vyhody Nevyhody

konverze

Voss Efektivni spektralni detektor distribuce bazi | Pfidava nadbytecnou vlastnost,
a znakl periodicity, nabizi Ciselnou i linearn€ zavisly mnozina
grafickou vizualizaci. reprezentace.

Tetrahedron Detekce periodicity. Snizena nadbytec¢na informace.

Cela ¢isla

Jednoducha celociselna reprezentace.

(A, G) > (C, T); nadbytecna
matematicka vlastnost
nepiitomna v symbolické DNA
sekvenci.

Realna cisla

A-T a C-G jsou komplementarni.

Nadbyte¢na matematicka
vlastnost nepfitomna
v symbolické DNA sekvenci.

Komplexni ¢isla

A-T a C-G jsou komplexné sdruzené,
reflektuje komplementarni charakter
nukleotida.

Zkresleni zakladny pfi analyze
v asoveé doméné.

Ctvefice Resi zkresleni zakladny v ¢asové doméné. Pracuje pouze s DQFT

(Quaternion) (Discrete quaternion Fourier
transformation)

EIIP Uvazuje fyzikalné-chemické vlastnosti Neschopnost detekovat

DNA, nizka vypocetni naro¢nost pro
analyzu, lepsi schopnosti rozliSeni gentl.

kodujict useky v nekterych
genomech.

Atomové Cislo

Uvazuje fyzikalné-chemické vlastnosti
DNA.

Potieba hlubsiho prazkumu.

Parova cisla

Reflektuje strukturalni vlastnosti DNA,

Potieba hlubsiho prazkumu.

(Paired snizend komplexnost, snizena doba procesu
numeric) DFT (Diskrétni Fourierova transformace),
lepsi idetifikace kodujicich usekl nez u
jinych metod.
Z ktivka Cista biologicka interpretace, nezavislé
komponenty X, yy, z,, snizeny vypocetni cas
analyz, nadfazeny technikdm posuvného
okna, nabizi numerickou 1 grafickou
vizualizaci.
DNA Walk Poskytuje korelaéni informace v dlouhém Neni vhodné pro delsi
(Krok) rozsahu, detekce periodicit v sekvenci, zmén | sekvence (vic nez 1000 bazi).
ve skladbé nukleotidu, nabizi numerickou i
grafickou vizualizaci.
DNA Walk Jednoduchost. Vysoké mnozstvi
(Gate) nadbyteCnych vlastnosti
(tvorba repetitivnich
uzavienych smycek nebo
prekiizeni)
DNA Walk Zadné uzaviené smycky nebo prekiizen, Nizka mira degenerace.
(Yau) symetrie reprezentace.




Tab. 12: Pozice MGE v or:

anismu Klebsiella pneumoniae druh 12836 [48]

Nazev MGE Pozice Pozice Délka Kompletni [Na
1.baze posledni baze |[MGE [bp] MGE? komplementarnim
MGE MGE viakné?
vV genomu | v genomu
[bp] [bp]
1S4321 2182 3508 1327 Ano Ne
integron:class 1 | 7172 36264 29093 Ano Ne
ISCR1 11597 13750 2154 Ano Ne
1S1326 17893 18268 376 Ano Ne
Tn3-like 18269 18306 38 Ano Ne
1S26 23109 23172 64 Ano Ne
ISKpnll 24348 25637 1290 Ano Ne
[SKpn12 26699 27540 842 Ano Ne
ISKpn13 28231 29378 1148 Ano Ne
ISPal2 30407 31793 1387 Ano Ne
ISKpn13 32160 33307 1148 Ano Ne
1S1326 33311 33586 276 Ano Ne




Tab. 13: Pozice MGE v organismu Salmonella typhimurium 1.T2 pro upravu [48]

Nazev Pozice 1.baze Pozice posledni (Délka Kompletni |[Na
MGE MGE baze MGE MGE [bp] MGE? komplementarnim
v genomu [bp] | v genomu [bp] vlakné?

1S200_1 1025026 1025734 709 Ano Ne

[S200_2 | 2045625 2046333 709 Ano Ano

1S200_3 | 2579223 2579931 709 Ano Ano

[S200_4 | 3194217 3194925 709 Ano Ano

[S200_5 | 3635061 3635769 709 Ano Ano

1S200_6 | 4559289 4559947 659 Ano Ne




Tab. 14:

Pozice MGE v organismu Salmonella enterica plasmid pHCM1 pro upravu

N[;"fiv Pozice 1.baze Pozice posledni |Délka Kompletni |[Na
MGE MGE baze MGE MGE [bp] MGE? komplementarnim
v genomu [bp] | v genomu [bp] vlakné?

IS1 1871 2585 715 Ano Ano
IS1 106385 107132 748 Ano Ne

IS1 108797 109544 748 Ano Ne
IS6100 | 118817 119971 1155 Ano Ano
IS10 142985 144299 1315 Ano Ne

IS1 153546 154293 748 Ano Ano
1S4321 | 155823 157139 1317 Ano Ne
[S15/26 | 159639 160460 822 Ano Ano
[S15/26 | 160655 161474 820 Ano Ano
[S15/26 | 163306 164125 820 Ano Ne
[S15/26 | 168511 169332 822 Ano Ne
1S4321 | 175343 176659 1317 Ano Ne

IS1 176752 177500 749 Ano Ano
IS10 183224 184538 1315 Ano Ano

\




Tab. 15: Pozice MGE v organismu Yersinia pestis CO92 chomozom pro upravu [48]

Nazev Pozice 1.baze Pozice posledni |Délka Kompletni |[Na
MGE MGE baze MGE MGE [bp] MGE? komplementarnim
v genomu [bp] | v genomu [bp] vlakné?

[S285 17835 19149 1315 Ano Ne
[S1541 25983 26694 712 Ano Ne
[S100 39270 41223 1954 Ano Ano
[S1541 103347 104058 712 Ano Ano
[S100 105579 107532 1954 Ano Ano
[S100 190051 192004 1954 Ano Ne
[S1541 219704 220415 712 Ano Ne
[S100 245726 247679 1954 Ano Ano
[S1541 300409 301120 712 Ano Ne
[S1541 366838 367549 712 Ano Ano
[S100 401048 403001 1954 Ano Ano
[S1541 509757 510468 712 Ano Ne
[S1541 519648 520359 712 Ano Ne
[S100 571185 573138 1954 Ano Ano
[S1541 578376 579087 712 Ano Ano
[S1541 586295 587006 712 Ano Ne
[S1541 612841 612966 126 Ne Ne
[S100 612967 614920 1954 Ano Ano
[S1541 628060 628771 712 Ano Ano

Vi




Tab. 16: Pozice MGE v organismu Escherichia Coli CFT073 pro upravu [48]

Nazev MGE | Pozice 1.baze | Pozice posledni [Délka Kompletni[Na
MGE baze MGE MGE MGE? komplementarnim
v genomu [bp] | v genomu [bp] |[bp] vlakné?
IS1541A-like | 308 1018 711 Ano Ne
[S1541A-like | 67629 68339 711 Ano Ne
[S1541A-like | 81932 82642 711 Ano Ne
1S1397 115321 116747 1427 Ano Ne
1S629 130990 132299 1310 Ano Ne
[S1541A-like | 192688 193398 711 Ano Ne
1S1397 226129 227555 1427 Ano Ano
1S630 253682 254791 1110 Ano Ne
ISEc10 255335 257747 2413 Ano Ne
1S285 323928 325231 1304 Ano Ne
1S629 331375 332684 1310 Ano Ano
IS1-like 376708 377302 595 Ano Ne
[S1541A-like | 542208 542918 711 Ano Ne
[S1541A-like | 749662 750372 711 Ano Ne
ISTH 1131351 1131552 202 Ne Ne
ISEc10 1166470 1167129 660 Ne Ano
IS3E 1174451 1175044 594 Ne Ano
IS3H 1175204 1175614 411 Ne Ano
[S1541A-like | 1208542 1209252 711 Ano Ne
1S4 1209253 1209615 363 Ne Ano
1S629 1212462 1213771 1310 Ano Ano
ISEc10 1234406 1236815 2410 Ano Ne
[S1541A-like | 1239332 1240042 711 Ano Ne
[S1541A-like | 1311709 1312419 711 Ano Ne
[S1541A-like | 1341555 1342265 711 Ano Ne
1S629 1398602 1399911 1310 Ano Ne

Vil




Nazev MGE | Pozice 1.baze | Pozice posledni [Délka Kompletni[Na
MGE baze MGE MGE MGE? komplementarnim
v genomu [bp] | v genomu [bp] |[bp] vlakné?
ISEc10 1402805 1405214 2410 Ano Ano
1S629 1415813 1417122 1310 Ano Ne
1S4 1539548 1540530 083 Ne Ano
[S1541A-like | 1574016 1574726 711 Ano Ne
ISEc2 1715771 1715914 144 Ne Ne
[S1541A-like | 2148217 2148927 711 Ano Ano
[S1541A-like | 2231360 2232070 711 Ano Ano
[S1351 2315325 2315759 435 Ne Ne
[S1351 2315748 2316270 523 Ne Ne
[SSfl4 2341185 2342635 1451 Ano Ne
ISEc10 2343328 2345737 2410 Ano Ne
[S100X-like 2347085 2349034 1950 Ano Ne
[S100kyp 2347085 2349034 1950 Ano Ano
[S1541A-like | 2467364 2468074 711 Ano Ano
[S1541A-like | 2483124 2483834 711 Ano Ano
[S1541A-like | 3026281 3026991 711 Ano Ano
[S1541A-like | 3283628 3284338 711 Ano Ano
[S1541A-like | 3329874 3330584 711 Ano Ano
1S629 3439212 3440520 1309 Ano Ano
ISEc10 3445765 3448174 2410 Ano Ne
1S2 3451355 3452684 1330 Ano Ano
[S4521R 3451371 3451890 520 Ne Ne
[S4521R 3452324 3452684 361 Ne Ne
ISEc8 3482089 3483665 1577 Ne Ne
1S4 3532762 3534186 1425 Ano Ano
IS1F 4283351 4284110 760 Ano Ano




Nazev MGE | Pozice 1.baze | Pozice posledni (Délka |KompletniNa
MGE baze MGE MGE MGE? komplementarnim
v genomu [bp] | v genomu [bp] |[bp] vlakné?
IS30D 4291959 4293179 1221 Ano Ano
ISEhe3 4293180 4294096 017 Ne Ne
1S2 4328988 4329338 351 Ne Ne
ISEc10 4919911 4922320 2410 Ano Ne
1S629 4931881 4933192 1312 Ano Ano
1S629 4939378 4940687 1310 Ano Ne
1S629 4966615 4967924 1310 Ano Ano
ISEc2 5130002 5130107 106 Ne Ano
[S1541A-like | 5210335 5211045 711 Ano Ne




Tab. 17: Hodnoty korelaci pro numerickou reprezentaci DNA Walk (Krok)

- o <+ | <
2l gl 8l 2 €l g2 v g E ol BN el B
w2l 3 5B 2 Szl »l »l 8| 8| §| 5| 5| S| | | 5| S
i EalEal sl Ea]lEal el el ] el e e N = A T R
2l R S8 5 588 S SR8 8GR EZ 222 Z

EC_IS1397_1 1,00

EC_IS630 0,96 1,00

KP_1S4321 0,82|0,90 1,00

KP_ISPal2 0,88|0,87|0,94 1,00

ST_IS200_2 0,99/0,99|0,99|0,96 | 1,00

ST_IS200_5 0,99/0,99|0,99|0,96 | 1,00| 1,00

SE_IS10_2 0,85/0,89|0,92|0,94|0,95|0,95 | 1,00

SE_IS1 4 0,94 /0,95 |0,98|0,99 | 0,95 | 0,95 | 0,96 | 1,00

Yp_IS100_4 0,83 /0,96 |0,99|0,92|0,96|0,96 | 0,93 | 0,97 1,00

Yp_IS1541_2 0,99/0,99|0,99 0,95 |1,00|1,00|0,95 | 0,94 [0,96 | 1,00

EC_gen 0,91|0,96|0,98 0,93 /0,99 /0,99 |0,92 (0,97 (0,91 |0,99 | 1,00

KP_gen 0,96 /0,93 |0,95|0,91(0,92|0,92|0,95|0,90|0,98 | 0,91|0,98 | 1,00

ST_gen 0,93/0,89|0,95|0,90|0,95|0,95|0,90 | 0,96 0,95 | 0,95 |0,94|0,89 | 1,00

SE_gen 0,99 /0,97 |0,98|0,93 |0,98|0,98 | 0,96 | 0,94|0,97 | 0,98 |0,98|0,95 | 0,91 | 1,00

YP_gen 0,98 /0,94 |0,98|0,94|0,99|0,99 0,92 |0,97|0,97 | 0,98 |0,98|0,95 | 0,96 | 0,97 | 1,00

Néhodna 1 0,98/0,98|0,92|0,87(0,99|0,99 0,94 |0,93|0,95 | 0,99 |0,98|0,93 |0,87|0,98 | 0,94 | 1,00

Nahodna 2 0,51/0,57|0,48|0,43|0,63|0,63|0,52|0,57|0,52|0,63|0,54|0,59|0,45|0,59 | 0,44 | 0,50 | 1,00

Nahodna 3 0,82/0,84|0,84|0,83(0,89|0,89|0,85|0,91|0,81|0,88|0,83|0,77(0,77|0,85|0,81|0,84|0,57 | 1,00

Nahodna 4 0,90/0,87|0,92|0,95|0,94|0,94|0,90|0,96|0,91 |0,93|0,92|0,90|0,87|0,92|0,92 |0,87|0,38 | 0,78 | 1,00

Nahodna 5 0,91/0,90|0,97|0,93 |0,94|0,94|0,96 | 0,97|0,96 | 0,94 | 0,96 | 0,96 | 0,89| 0,94 | 0,93 | 0,87 0,48 | 0,82| 0,87 | 1,00

PRUMERY pro

sloupec (sekvenci) |0,90|0,91(0,92|0,90/0,95|0,95|0,90|0,93|0,92|0,94(0,93|0,91|0,89|0,94|0,92|0,91|0,53|0,82 | 0,88 | 0,90

Xl




Tab. 18: Hodnoty korelaci pro numerickou mapu Z krivka z-ova osa

- ol < |
2l gl 8| | | g 9 7| g ¢ =gl gl 2] e
— \O <t [a¥ Q Q — — — — = = = = = = = = = =
28 8] 88 2 g 2l gl & B g 8 & 8 8 B %) 8
= -1~ A A AR S -1l A - - A A A

EC_IS1397_1 1,00

EC_IS630 0,89 1,00

KP_IS4321 0,88]0,94 (1,00

KP_ISPal2 0,9810,92]0,87|1,00

ST_1S200_2 0,82]0,9410,88]0,83 | 1,00

ST_1S200_5 0,82]0,9410,88]0,83 1,00 1,00

SE_IS10_2 0,870,98/0,96]0,85(0,95]0,95| 1,00

SE_IS1_4 0,860,97/0,87]0,86|0,98]0,98 0,96 | 1,00

Yp_IS100_4 0,800,9910,93]0,76|0,97]0,97 /0,97 0,98 | 1,00

Yp_IS1541_2 0,840,95/0,87/0,85]0,99(0,99]0,97 0,97 0,96 | 1,00

EC_gen 0,81]0,96]0,96|0,82 (0,94 |0,94|0,99]0,94|0,94|0,95| 1,00

KP_gen 0,940,9810,95]0,94|0,94]0,94|0,99 0,97 0,99(0,95 0,98 | 1,00

ST_gen 0,890,97/0,96/0,89]0,92]0,92]0,98 0,96 0,98 0,94]0,97|0,97 | 1,00

SE_gen 0,73/0,90/0,80]0,75(0,98]0,98|0,92(0,95]0,95[0,96|0.91 0,85 |0,88 | 1,00

YP_gen 0,980,97/0,97(0,96]0,86|0,86]0,99 0,90 0,99 |0,89]0,98 0,97 0,95 0,78 | 1,00

Nahodna 1 0,860,9210,87/0,88|0,88|0,88]0,91|0,92]0,92|0,85]0,90|0,92|0,89 0,83 |0,87 | 1,00

Nahodna 2 0,940,9610,91]0,95[0,92]0,92/0,95(0,970,97[0,93]0,93 /0,98 0,91]0,83[0,95]0,91 | 1,00

Nahodna 3 0,590,680,67]0,63]0,69|0,69|0,68 0,68 |0,68]0,70|0,74 0,69 0,68 | 0,61 | 0,63|0,64 0,60 | 1,00

Nahodna 4 0,36]0,52]0,49]0,36 0,89 /0,89 /0,55 |0,90|0,62|0,91[0,56 0,77 0,63 | 0,84 | 0,44 | 0,49 | 0,44 | 0,39| 1,00

Nahodna 5 0,78/0,80/0,86/0,81]0,78|0,78/0,83/0,72/0,81]0,78|0,810,74|0,82|0,71]0,82{0,68 0,73 | 0,64 0,33 | 1,00

PRUMERY pro

sloupec (sekvenci) |0,82]0,90]0,87]0,83]0,90/0,90/0,91]0,91[0,90]/0,91/0,90[0,92]0,90|0,85]0,88 0,84 |0,88|0,65|0,60|0,75

Xl




Tab. 19: Hodnoty korelaci pro numerickou mapu EITP

- oo < |
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EC_IS1397_1 1,00

EC_IS630 0,97 1,00

KP_IS4321 0,97/0,97 | 1,00

KP_ISPal2 0,97/0,97 /0,97 | 1,00

ST_1S200_2 0,97/0,97/0,97 0,98 | 1,00

ST_1S200_5 0,97/0,97/0,97]0,98|1,00| 1,00

SE_IS10_2 0,97/0,97(0,97]0,97|0,97|0,97 | 1,00

SE_IS1_4 0,97/0,97/0,97]0,97(0,97|0,97 0,97 | 1,00

Yp_IS100_4 0,97/0,97(0,97]0,97(0,97]0,97 0,97 [0,97 | 1,00

Yp_IS1541_2 0,97/0,97/0,9810,98|0,99|0,99 0,97 0,97 0,97 | 1,00

EC_gen 0,97/0,97/0,97]0,97(0,97]0,97 0,97 0,97 | 0,97[0,97 | 1,00

KP_gen 0,97/0,97[0,97]0,97(0,97]0,97 0,97 [0,970,97]0,97 0,97 | 1,00

ST_gen 0,97/0,97/0,97]0,97(0,97]0,97 /0,97 0,97 0,97[0,97]0,97 | 0,96 | 1,00

SE_gen 0,97/0,97(0,97]0,97(0,97]0,97 /0,97 [0,970,97[0,97 0,97 0,97 | 0,97 | 1,00

YP_gen 0,97/0,97[0,97]0,97(0,97]0,97 0,97 [0,970,97|0,97|0,97 |0,97 | 0,96 | 0,97 | 1,00

Nahodna 1 0,97/0,97/0,97]0,97(0,97]0,97 0,97 0,97 |0,97[0,97 0,97 10,96 | 0,96 | 0,97 | 0,97 | 1,00

Nahodna 2 0,97/0,97(0,97]0,97(0,97]0,97 0,97 [0,970,97[0,97|0,97 0,96 | 0,96 | 0,97 0,97 | 0,96 | 1,00

Nahodna 3 0,97/0,97(0,97]0,97(0,97]0,97 0,97 0,97 0,97(0,97|0,97 0,97 | 0,96 0,97 0,97 | 0,96 | 0,97 | 1,00

Nahodna 4 0,97/0,97(0,97]0,97(0,97]0,97 /0,97 0,97 0,97[0,97 0,97 0,97 | 0,96 | 0,97 0,97 | 0,97|0,97 [ 0,97 | 1,00

Nahodna 5 0,97/0,97[0,97]0,97(0,97]0,97 /0,97 0,97 0,97[0,97]0,97 0,97 | 0,97 | 0,97 0,97 0,97 |0,97 | 0,97 | 0,97 | 1,00

PRUMERY pro

sloupec (sekvenci) |0,97]0,97(0,97/0,97/0,97]0,97[0,97|0,97|0,97 0,97 |0,97|0,97|0,97 0,97 |0,97]0,97[0,97|0,97 0,97 | 0,97

Xl
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Obr. 26: Porovnani IRR po konverzi numerickou mapou DNA Walk (Puriny
pirimidiny)
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Leva invertovana opakovani
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Obr. 27: Porovnani IRL po konverzi numerickou mapou Z krivka (z-osa)
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Obr. 28: Porovnani IRR po konverzi numerickou mapou Z krivka (z-osa)
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Obr. 29: Zarovnani symbolickych sekvenci IRR zobrazenych v Obr. 15
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Spektrogramy numerické mapy DNA Walk Gate - osa x
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Obr. 30: Spektrogramy IRL (numericka mapa DNA Walk Gate — osa x)
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Obr. 31: Spektrogramy IRR (numericka mapa DNA Walk Gate — osa x)
Spektrogramy numerické mapy DNA Walk Gate - osa x
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Obr. 32: Spektrogramy nahodnych sekvenci (numericka mapa DNA Walk Gate — osa x)
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Obr. 33: Spektrogramy IRL (numericka mapa Z krivka — osa z)
Spektrogramy numerické mapy Z krivka - osa z
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Obr. 34: Spektrogramy (numericka mapa Z krivka — osa z)
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Obr. 35: Spektrogramy nahodnych sekvenci (numericka mapa Z krivka — osa z)
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