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ABSTRAKT

Bakala¥ska prace se zabyvd tseky DNA obsahujicimi pouze adenin a guanin. V teo-
retické &asti je popsana struktura a sloZeni deoxyribonukleové kyseliny, chromosomii a
genl. Jsou zde uvedeny zakladni informace o lidském a Simpanzim genomu a o konfor-
macich Fetézcl obsahujicich adenin s guaninem. Praktickou &ast tvofi program, ktery
vyhledd poZadované lseky v sekvencich, zobrazi je a uloZi. Soulasti priace je analyza
gent spoleénych pro ¢lovéka a Simpanze, které byly zkoumany pro stanoveni ndhodnosti,
funkZnosti a konzervovanosti téchto dseki.
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ABSTRACT

Bachelor thesis deals with DNA segments containing only adenine and guanine. The
theoretical part describes the structure and composition of deoxyribonucleic acid, chro-
mosomes and genes. There are basic informations about chimpanzees and the human
genome and conformations of the chains containing adenine with guanine. The practical
part consists of a program that searches for the required sections in sequence, it displays
and saves it. The thesis includes analysis of genes which are common for humans and
chimpanzees, which were analyzed to determine randomness, functionality a preserving
of these sections.
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UVvVOD

Od objevu Simpanzu a goril zdpadni civilizaci lidé hledaji jejich podobnosti i odlis-
nosti s clovékem. Snaha urcit rozdily a jejich pfic¢iny s rozvojem metod molekularni
biologie ptrerostla v potiebu odliSnosti pojmenovat, zmapovat a kvantifikovat. Mnoho
lidi je presvédceno, ze stanovenim rozdilu mezi genomy ¢lovéka a ostatnich zivocis-
nych druhu objevime zéklad lidstvi [1].

Je tfeba mit neustale na paméti, ze z podstaty své struktury se zadné dva genomy
nemohou mezi sebou ligit o vice nez 75%. Sdileni 25% podobnosti genetické informace
cloveka s lekninem vsak nutné neznamend, Ze jsme z jedné étvrtiny kvétiny. Cloveka
odlisuje od zbytku zivé ptirody rozdilnost ekologicka, demogafickd, anatomickd a
mentalni [1].

Cilem predlozené prace je nalézt v genomu ¢lovéka tiseky obsahujici pouze adenin
a guanin a porovnat jejich rozsah v kédujici a nekddujici oblasti. Srovnanim s useky
v genomu Simpanze pak zvazit jejich nahodnost, funkcénost a konzervovanost.

Prvni kapitola se vénuje teoretickému uvodu a principum nutnym k pochopeni
bakaldrské prace. Popisuje slozeni a strukturu DNA, jeji typy, mozné konformace,
kondenzaci do vyssich struktur. Zabyva se geny, jejich stavbou a umisténim. Déle ob-
sahuje informace o lidském genomu, jeho stavbé a projektu, jehoz cilem bylo genom
clovéka osekvenovat. Uvadi podobnost s Simpanzem a gorilou, popisuje Simpanzi
genom. Dalsi podkapitoly se zabyvaji konformacemi, které nabyva DNA obsahujici
oblasti bohaté na adenin a guanin, programovym prostiedim MATLAB a formédtem
FASTA.

Druha kapitola obsahuje praktickou céast bakalarské prace. Je zde nastinén algo-
ritmus vytvoreného programu Bakalarka.m, ktery v sekvencich ve FASTA forméatu
nebo v ndhodné vygenerovanych sekvencich vyhledava oblasti, které jsou tvoreny
pouze adeninem s guaninem a jsou del$i nez 9nt. Program muze oblasti secist,
rozdélit do skupin podle délky a vykreslit histogram. Useky lze ulozit do textového
souboru pro dalsi zpracovani dat. V programu je mozné si sekvence prochazet po
nukleotidech nebo nalezenych tsecich. Druhou podkapitolu tvori analyza genu, které
byly vybrany z lidského a simpanziho genomu. Jsou zde uvedeny informace o genech,
jejich analyza i zhodnoceni vysledku.

Prace je doplnéna o ptilohy obsahujici uzivatelsky manual k vytvorenému pro-

gramu a piehledné vysledky analyzy genovych dat.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 DNA

Kyselina deoxyribonukleova (DNA) hraje v kazdém zZivém organismu nezastupitel-
nou roli bunécné paméti. Uchovava, prijima a uvolnuje veskeré informace o strukture,
funkci a reprodukci bunék. U mnohobunéénych organismu zapricinuje chovani je-
dince jako celku. Jedna se o ulohu pasivni, presto klicovou. Tvofi totiz genetic-
kou vybavu drtivé vétsiny zivé piirody. Pokud nedojde k mutacim, struktura se
v prubéhu zivota neméni a je predavana dalsim generacim [2], [3].

Jako nukleova kyselina je tvorena tetézcem nukleotidu (vldknem, pentlici) sloze-
nych ze tii ¢asti — baze, cukru a fosfatu. Organické dusikaté zasady (baze) délime
na puriny, mezi které patii adenin (6-aminopurin) a guanin (2-amino-6-oxopurin)
a pyrimidiny, zahrnujici cytosin (6-amino-2-oxopyrimidin) s thyminem (2,6-dioxo-5-
methylpyrimidin). Zbytek kyseliny fosforecné se estericky vaze na pentézu 2-deoxy-
D-ribosu (obr. 1.1) a zpusobuje kysely charakter celé molekuly. Pokud je z nukleotidu

odstépena, nazyvame jej nukleozid [2].

HOCH;

Obr. 1.1: 2-deoxy-D-ribosa [4].

Primérni struktura DNA vznika kovalentnimi fosfodiesterovymi vazbami mezi
jednotlivymi nukleotidy, konkrétné mezi hydroxyly v poloze 3’ jedné a 5 druhé pen-
tosy. Na této cukr-fosfatové kostie je S-N-glykosidovou vazbou poutana na pentosu
béze. Retézec je polarizovan, ma volnou OH-skupinu pentosy na svém 3’ konci a
fosfatovy zbytek, nebo navic také volnou OH-skupinu na 5’ konci. Tato polarita
je dulezitd pii prodluzovéni (elongaci) fetézce, které vzdy probihd ve sméru od 5’
ke 3’ konci. V bunce, prostiedi s pH neutralnim, se nukleotidovy fetézec ionizuje
na fosfatovych zbytcich. Vzajemnym odpuzovanim zapornych naboju je molekula
stabilizovéna [5]. Délku fetézce odvozujeme od poc¢tu nukleotidu. Pro pojmenovani

pouzivame fecké ¢islovky — mononukleotid, dinukleotid atd. Jako oligonukleotidy
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oznacujeme Fetézce dlouhé do nékolika desitek nukleotidu, polynukleotidy pouzivame
pro sto a vice [3].

Sekundéarni strukturu DNA formuji vodikové mustky mezi bazemi, ¢asteéné van
der Waalsovy interakce. Diky nim vznikd dvouvlaknovd DNA tvofend dvéma an-
tiparalelnimi fetézci. Na obou koncich molekuly je 3’ konec jednoho a 5 konec
druhého tetézce. Adenin se paruje s thyminem dvéma vodikovymi mustky (obr.

1.2), guanin s cytosinem tfemi (obr. 1.3), diky tomu jsou poutdny pevnéji [5].

AN N
\N C// \\N H—N/ \C—H
H/ \N :c/ \C—N
i 0/ “H

H
N o . |
H\C/ \C—C/0 ’ N\CC/H
7N VAR
N—C N_H ................................ N -
H/ \N:C/ \C—N/
\/N—H -0/ \H
H
GUANIN CYTOSRIN

Obr. 1.3: Par bazi guanin - cytosin [4].

Komplementarita, vazba pyrimidinové a purinové baze, je zakladnim predpo-
kladem pro expresi genetické informace — vodikové mustky jsou dostatecné silné
pro udrzeni Fetézcu, ale snadno oddélitelné pfi prenosu informace. Diky principu
parovani je v nukleové kyseliné stejné zastoupeni purinovych a pyrimidinovych bézi
[5]. Pocet dvojic A-T a G-C je odlisny, pomér paru je proto konstantou typickou
pro dany typ DNA [2].
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Rozezndvame nékolik typua DNA — DNA jiadra (DNA), DNA komplementarni
k RNA (¢cDNA), dvoutetézcovou DNA (double-stranded molecule, dsDNA, obr. 1.4),
jednoretézcovou DNA (ssDNA) a mitochondridlni (mtDNA). Jednotlivé typy jsou
charakterizovany celkovym poctem, pomeérem a sekvenci nukleotidu. Diky ruzné
délce je mozné je separovat na zakladé rozdilnych sedimentacnich rychlosti [5]. Pocet
nukleotidu (nt) ¢i bazi (b) nahrazujeme, pokud chceme zduraznit dvoufetézcovou

strukturu, po¢tem bazovych paru (bp) [3].

_\ velky Zlabek

(_7\ maly Zlabek \,* ¢
34nm [ e A

20 nm

34 nm

Obr. 1.4: Struktura dsDNA [6].

Polynukleotidovy fetézec nabyva ruznych konformaci (tvara, obr. 1.5). Zakladni
struktury vznikaji automaticky jako stav s minimalni volnou energii. Jsou udrzovany
vnitromolekuldrnimi silami, vodikovymi mustky a hydrofobnimi interakcemi [2].
Jaderna DNA se vétsinou vyskytuje v podobé dvousroubovice. Za objev jeji struk-
tury obdrzeli James Watson a Francis Crick roku 1962 Nobelovu cenu za fyziologii
a lékaistvi. Sroubovice v jddfe eukaryot je pravotocivd, jeji cukrofosfitovd kostra
je hydrofilni, fosfatové zbytky se nataceji ven do vodni faze, baze se obraceji k jeji
ose. Vyse popsana forma je jednou z Sesti dosud znamych forem dsDNA, konkrétné
B-forma. Vyznacuje se antiparalelnim vinutim fetézcu s komplementarnimi pary
umisténymi kolmo na osu sroubovice. Jednotlivé zavity jsou od sebe vzdaleny 3,4 nm,
na jedno otoceni ptripada 10 bp. Velky zldbek je pristupny pro navazani specifickych
latek. U pravotocivé A-formy piipadd na otacku 11 bp, zavity jsou vzdaleny 2,6 nm.
Péry nejsou kolmé na osu Sroubovice, velky zldbek neni pristupny bilkovinam a pen-
tosa ma jinou konfiguraci. Z-forma je levotociva, navijeni komplementarnich retézcu
nenf plynulé, jednu otocku tvori 12 bp a vzdalenost dvou zavitu je 5,7 nm [5]. Vytvari

se v usecich, kde se pravidelné st¥idd purin s pyrimidinem (GCGCGCGC) [2]. Dalsi
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konformace nebyly in vivo prokazany. In vitro existujii C, D a E DNA, lisi se po¢tem

paru bazi na zavit a schopnosti vytvaret tiifetézcové iseky [3].

(a) BDNA (b) A DMA lc] ZDNA (d} Triple-Helical DNA

Obr. 1.5: B, A, Z a trojietézcova DNA [7].

DNA maé choulostivou stukturu. Vazby mezi bdzemi narusi extrémni hodnoty
pH, mocovina a teplota nad 60 °C. Dvousroubovice se rozdéli na fetézce — denatu-
ruje. Rychlost reakce zavisi na pomeéru jednotlivych nukleotidu (po¢tu vodikovych
mustku mezi bazemi) a na iontové sile prostiedi. Muze se jednat o vratny déj,
potom hovotime o renaturaci. Pfi denaturaci stoupa absorpéni maximum ultrafia-
lového svétla, pfi renaturaci naopak klesa zpét k 260nm [5]. Preruseni obou vlaken
v jednom misté, depolymeraci (degradaci) zpusobi vétsi priliv energie a pusobeni

enzymu, nukledz, které narusuji vazby mezi nukleotidy [2].

1.2 Chromosom

DNA je soucasti jaderného chromatinu, ktery se déle skladd z bilkovin tvoficich asi

dvé tfetiny objemu a nepatrného mnozstvi kyseliny ribonukleové (RNA) [5].
Geneticky material by se diky svému rozsahu vzhledem k velikosti bunécéného

jadra do néj nevesel. Proto je DNA kondenzovana, u eukaryotickych bunék dokonce

na nékolika stupnich [5].
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V chromosomu je DNA ve formé superhelixu (nadsroubovice) fixovaném koncem
na proteinu. Druhy konec rotuje a tim sroubovici zhustuje (mluvime pak o tzv. po-
zitivnim superhelixu) nebo rozvoliuje (negativni nadsroubovice) [5]. Délka linedrni
molekuly DNA v jednom lidském chromosomu dosahuje 1,7-8,5cm, obsahuje 5-25
miliard bp [2].

o ket ,/\\/f\\/’\\/’\\’/\\/ 2pm

skorélkova” forma
chromatinu

30-nm chromatinové
vlékno s poskladanymi
nukleosomy

usek chromosomu

v rozvinuté formé T
3(3(-) nm
kondenzovany
usek chromosomu
700 nm

,W

uplny T
mitoticky 1400 nm
chromosom }_

chromatidy

f

Cisty vysledek: Kazd4 molekula DNA je zabalena
do mitotického chromosomu tak, Zze je 50 000krét
krat$i nei v rozvinuté formé.

Obr. 1.6: Kondenzace DNA [8].

Kondenzace (obr. 1.6) je zpusobena ovinutim 1,7 zavitu DNA (asi 146 nuk-
leotidu) kolem osmi molekul bazickych bilkovin s kladnym ndbojem umoznujicim
pevnou vazbu s DNA| tzv. histonu (2xH2A, 2xH2B, 2xH3, 2xH4). Vznikaji diskové
utvary, tzv. nukleosomy [2], obsazené v haploidnim genomu ¢lovéka v poétu sedmnécti
miliont [5]. Mezi nukleosomy je vzdy asi 50 nukleotidi spojnikové (volné) DNA.
Histon H1 je umistén vné. Spojuje histony tvorici nukleozomy s DNA v misté, kde
prechézi ve spojnikovou. Vznika opakujici se isek dlouhy 200 nukleotidi. Mnozstvi
histonu za sebou vytvari vlakna, kterd se dédle spojuji do tvaru solenoidu, na jehoz

jeden zavit pripada 6 nukleozonu. Vznika chromatinové vldkno (fibrila) s prumérem



30nm. Vldkno obtaci nosné bilkoviny a tvoii paprskovité vybihajici klicky obsahujici
po 50-100 kbp. Takto vznikly tycinkovity utvar nazyvame chromatidou. V mitéze
dosahuje az 1,0 um, protoze vysoka kondenzovanost utvaru usnadnuje pohyb chro-
mosomu v prubéhu bunééného déleni. Hustota zavitu v chromatidé neni konstantni,
lisf se dle umisténi nosnych bilkovin. Ridsf dseky nazjvame euchromatin, kondenzo-
vané heterochromatin. Euchromatin je schopny zahdjit expresi genu a béhem mitézy
je zhustény. Spolecné s fakultativnim heterochromatinem obsahuje geny a je schopen

je transkribovat. Konstitutivni heterochromatin je trvale kondenzovany [3].
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Obr. 1.7: Poloha centromery [9].

Chromosomy v jadie eukaryotickych bunék méni svou morfologii v prubéhu
bunécéného déleni diky kyselym bilkovinam. Jsou pozorovatelné béhem interfaze,
kdy dochézi k jejich dekondenzaci. Podle rozlozeni intenzity rozvolnéni muzeme
jednotlivé chromosomy rozpoznat. Lisi se dédle délkou obsazené DNA (sekundérné
jde o velikost) a umisténim centroméry, iseku obsahujicim repetitivni alfa-satelitni
sekvence (obr. 1.7). Centroméra muze byt umisténa po celé délce chromosomu,
déli jej na kratka a dlouha raménka. Pro identifikaci chromosomu je oznac¢ujeme
¢isly podle jejich relativni velikosti [10], raménka znacime q (dlouhd) a p (kratkd).
Useky ¢islujeme od centromery smérem ke koncum ramen. Ramena jsou zakoncena
specidlni sekvenci, tzv. telomérou [3].

Chromosomy obsahuji skupiny genu, které jsou prendseny spoleéné. Umisténi
genu se muze liSit v zavislosti na typu zivoc¢icha. Geny, co do poctu, jsou v chro-
mosomech rozdéleny nerovnomérné. Nejvice gent se nachézi v chromosomech 1, 11,
17, 19 a 22. Stejné tak jsou nékteré geny transkribovany mnohem castéji nez jiné.
Napriklad informacni obsah chromosomu X je jeden z nejmensich, ale bylo v ném
zatim identifikovano nejvice genu prokazatelné spojenych s ur¢itymi chorobami [3].

U c¢lovéka nalezneme DNA mimo jadro jesté v mitochondriich ve formé dvou-

sroubovicového prstence. Je zakladem mitochondrialni dédi¢nosti.
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1.3 Gen

Zakladni jednotkou dédic¢nosti, schopnosti predavat genetickou informaci z materské
generace na dcefinou, je gen. Jednd se o usek DNA kédujici enzym. Nachédzi se
na specifické ¢asti chromosomu zvany lokus. Usporadani lokusu je specifické pro
jednotlivé druhy. Vyjimku tvoii skdkavé geny bez stalého umisténi - transposomy
5].

Dle velikosti se geny tiidi na malé, sttedné velké, tvorici nejpocetnéjsi skupinu,
veliké a obrovské. Délka znamych genu lezi v intervalu ohrani¢eném znamym nej-
kratsim a nejdelsim genem: (0,8-2300) kb [3].

Pro eukaryotické organismy jsou typické slozené strukturni geny, sklddajici se
z exonu, oblasti kodujicich protein a intronu. Exony jsou velmi podobné i u vzda-
lenych druhu, rozdily intronovych tuseku jsou mnohem pestiejsi. Jeden gen nemusi
byt nutné tvofen pouze jednim exonem. Ptfed pouzitim jsou introny, které tvori
podstatné dlouhy tusek predevsim velkych genu, odstranény. Pokud tsek DNA nese
informaci pro vice proteinu, jedna se o prekryvajici se strukturni geny, jejichz ¢ast
lezi v oblasti sousedntho genu [2].

Z celé savéi DNA podléha transkripcei asi desetina. Zbytek, tzv. negenovda DNA,
obsahuje useky s regula¢ni funkei, kterou plni navéazénim specifickych proteinu a
oblasti, o nichz doposud prilis nevime. Maji podobu opakujicich se (repetitivnich)
sekvenci, variabilnich natolik, ze mohou slouzit k odligeni jedincu [2]. Regulacni
oblasti maji ruznou délku a umisténi vuci genu, na néhoz maji pozitivni (tzv. en-
hancemery) nebo negativni (tzv. supresory) a odstupriovany ucinek. Nékteré jsou
naprosto nezbytné, jedna se predevsim o specifické sekvence umoznujici zacit a
ukoncit transkripci, jiné, jsou-li odstranény, nemusi funkci genu ovlivnit [3].

Diky existenci mnoha kombinaci genovych produktu vzniklych umisténim vice
promotoru (pocatku transkripce) v ramci jednoho exonu je slozité ur¢it pocatek
a konec jednotlivych genu. Slouzi ndm k tomu tzv. geneticky kod, charakteristicky
zpusob zapisu, ktery slouzi k vyhledavéani proteinotvornych struktur v DNA. Sekven-
cim, které pouziti metody umoznuji, fikdme otevieny cteci ramec (ORF), oznacujici
pritomnost genu. Zbyva nam jen najit zacatek a dostatecné vzdaleny konec. Na gen
muzou dale ukazovat specifické sekvence, napt. CpG ostrovy na pocatku genu [3].

Genom eukaryot se sklada z unikdtnich a repetitivnich sekvenci, tvoticich 30%
lidské DNA. Rozezndvame stiedné a silné repetitivni sekvence, které mohou obsa-
hovat az statisice nukleotidu. DNA obsahuje specialni sekvence, které lze ¢ist stejné
z obou konct, palindromy. Pokud se vyskytnou na protilehlych vldknech, vznika
vlasenkovd struktura. Jeji funkce, kromé signélniho ucelu, se pouze odhaduje [5].

Neékteré iseky nemaji stalou polohu, nazyvame je pohyblivé (mobilni) elementy.

Patii mezi né napt. retropozony, neaktivni geny ptipominajici cDNA. Mohou se za
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urcitych podminek presunout do jiné ¢asti genomu, chovaji se jako mutageny, mohou

totiz ménit strukturu i funkei gent. Celou skupinu oznac¢ujeme pseudogeny [3].

1.4 Genom

Pojem genom oznacuje soubor genu v bunce nebo zahrnuje vsechny molekuly DNA.
V nasem pripadé je myslen soubor veskeré genové i negenové DNA [2].

Lidské buniky, s vyjimkou gamet a bunék nékterych organu, obsahuji dvé kom-
pletni sady genomu. Genom clovéka obsahuje 3,0-3,5 miliard bp. Ptfes vSeobecny
nazor nepatii lidsky genom k nejvétsim, mnohem rozsahlejsi je napi. u obojzivelniku

3].
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Obr. 1.8: Karyotyp zeny [4].

Struktury obsahujici geny (genofory) eukaryotické bunky jsou jaderné chromo-
somy, mimojaderné (mitochondriélni) chromosomy a plazmidy. Jaderné chromosomy
tvoii jaderny genom, nejaderné struktury plazmon. Soubor chromosomu v jadie
bunky se nazyva karyotyp (obr. 1.8). U ¢lovéka ho tvori 23 paru chromosomu, 44
autosomu a 2 gonosomy (pohlavni chromosomy) [2].

Dulezitymi parametry genomu jsou jeho struktura a obsah. S rostouci délkou
genomu zacinaji geny tvorit ¢im dal mensi ¢ast, pribyva tseku DNA s dosud ne-
znamym tcelem. Zaroven stoupa slozitost genomu. Koeficient komplexnosti Cot vy-
jadfuje pocet a délku ruznych sekvenci v DNA. Stanovuje se na zdkladé rychlosti
obnovy vodikovych mustki po denaturaci nukleové kyseliny. Kratké repetitivni
sekvence reasociuji nejrychleji, nejpomaleji dlouhé jedineéné sekvence, geny [3].

S rostouci velikosti genomu stoupa pocet genu v ném obsazenych. Lidsky genom
obsahuje 30-40 tisic genu. S pokrokem v sekven¢ni analyze se bude ¢islo zptresnovat.
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Dnes je popsano kompletné jen nékolik chromosomu. Z prozatim dosazenych vysledku
je usuzovéno, ze rozdéleni genti mezi chromosomy neni rovnomeérné [3].

Neékteré geny, tzv. udrzbari (housekeeping genes), se exprimuji nepretrzité, jiné
obc¢as nebo jen v urcitém typu bunék. V lidském téle se nejvice genu transkribuje
v mozku. Existuji geny nezastupitelné, u jinych si muze buika vybirat. U diploidnich
bunék jsou nékdy nezbytné obé alely (konkrétni formy genu), u nékterych je pottebnd
jen jedna [3].

Védci se snazi zjistit, zda jsou vSechny geny nezbytné a jestli jsou vsSechny
pouzivany. Z vysledku metody zablokovani funkce genu (knock out) na pokusnych
organismech (drozofila, kvasinka, mys) se ukazuje, ze nékteré geny lze vyradit bez
viditelnych nésledku. Podil téchto gent se lisi dle druhu zivocicha [3].

Ackoliv kazdd somatickd bunka obsahuje cely genom, je v kterémkoliv okamziku
aktivné vyuzivana pouze jeho ¢dst. O expresi genu v jednotlivé bunce rozhoduji
urcité faktory, signdlni molekuly, mezi které patii steroidni hormony a dalsi latky,

proteiny a methylovand DNA [2].

1.4.1 Projekt lidsky genom

Projekt lidsky genom zacal v fijnu roku 1990 v USA. Byl naplanovan na 15 let,
ale diky postupnym pokrokum v technologii sekvenace byl dokoné¢en jiz roku 2003.
Oslavil tak padesatileté vyroéi objasnéni struktury DNA. Uéastnily se ho laboratore
osmndécti ruznych zemi, dalsi zemé pomohly formou studia metod molekularni bio-
logie pro pruzkum genomu [11].

Cilem projektu bylo rozpoznat vSechny béaze v lidském genomu, najit geny, ucho-
vat ziskané informace v databézich pro pozdéjsi vyuziti, zlepsit metody pro analyzu
dat, prevést technologie spojené s projektem do soukromého sektoru zavedenim
patentu a grantu a vytesit vzniklé etické otazky. Pro dosazeni cilu byly kromé ¢lovéka
osekvenovany dalsi organismy (Escherichia coli, Octomilka, Laboratorni mys) [11].

Projekt byl sponzorovan Narodnim institutem pro vyzkum lidského genomu
Nérodniho institutu zdravi a Programem lidského genomu Ministerstva energetiky
USA. Zajem ministerstva vznikl po vynélezu atomové bomby. Pruzkum genomu,
rozpoznani a mozna naprava mutaci jsou klicové pro pochopeni tcinku radioaktivni-
ho zafeni na lidsky organismus. Dale se angazovala v etickych, socialnich a pravnich
otazkach tykajicich se vyzkumu genomu [11].

Navazujici prace se zabyvaji sekvenaci genomu dalsich organismu pro podrobné;jsi
pochopeni evoluce. V sekvencich se hledaji geny, zkouma se jejich poloha, funkce a
regulace. Popisuji se chromosomy, hleda se spojeni s fenotypem. Genomy stejnych

organismu se zac¢inaji srovndavat mezi sebou.
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Projekt lidsky genom odstartoval lavinu vyzkumu, vznikly nové obory, medicina
dokaze diagnostikovat a 1écit nékteré nemoci diive, nez se projevi prvni piiznaky.

Nesporné se jedna o projekt, ktery vyrazné ovlivnil védecky pokrok 21. stoleti.

1.4.2 Genom Simpanze

Simpanzi, konkrétné simpanz ucenlivy (Pan troglodytes) a Simpanz bonobo (Pan
paniscus) a gorila nizinna (Gorilla gorilla) jsou v evoluci nasi nejblizsi pribuzni, jak
je patrné z obr. 1.9. Podle odhadu jsme byli pred sedmi miliony let souc¢ésti jednoho
druhu. Nase druhy se vyzna¢uji rozenim Zivych mladat, mezi savci chédpavou rukou,
nehty a pouze jednim parem bradavek a mezi primaty velmi pohyblivym ramenem
a absenci ocasu [1].

Simpanz{ genom je lidskému podobny natolik (uvadi se 99,44% [1]), Ze je obtizné
rozhodnout, zda sekvence v lidském genomu, kterda u Simpanze neni, byla pridana
béhem lidské evoluce nebo vymizela v rodokmenu Simpanzu. Navic neni kazdy
nalezeny rozdil mezi sekvencemi nutné podstatny. Muze se jednat o pfirozenou vari-
antu v rdmeci druhu. Bunka simpanze obsahuje o 10% vice DNA nez bunka lidska.
Lidské genomy se mezi sebou lisi asi v jedné z tisice bazi a Simpanzi dokonce v jedné
z dveéstépadesati bazi. Abychom mohli posoudit rozdily mezi genomy, musi se nej-
prve osekvenovat nékolik rodu Simpanzu, ziskat vice genomu od spole¢nych predku

a pribuznych lidi a Simpanzu a také nalézt sekvence vice jedincu téhoz druhu [12].

Clovék
Gorila

Orangutan

Gibon

Kockodanoviti

Ploskonosi

Obr. 1.9: Fylogeneticky strom primatu.

Diky rozsahu znalosti, které mame o Simpanzi ucenlivém, se logicky stal prvnim

osekvenovanym primatem pro pochopeni vyvoje ¢lovéka. Muze se stat vyznamnym
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ukazatelem vzniku geneticky podminénych chorob. Existuje mnozstvi studif srovna-
vajicich zavaznost a frekvenci onemocnéni spoleénych pro ¢lovéka a lidoopy. Porov-
nani genomu muze v budoucnu odpovédét, pro¢ se nékteré nemoci vyskytuji pouze
u ¢lovéka, nékteré pouze u Simpanze a dalsi se lisi svymi projevy [10].

Karyotyp Simpanze tvoii 24 paru chromosomu, 46 autosomu a 2 gonosomy.
Znaceni je stejné jako cloveka. Jediny rozdil je u chromosomu 2. Simpanz mé na
rozdil od ¢lovéka Ctyfi. Znacime je 2A a 2B, protoze genové slozeni je stejné jako
u chromosomu 2 ¢lovéka. Porovnanim karyotypu se vzdalenéjsimi pribuznymi védci

zjistili, ze ve vyvoji lidské linie doslo ke splynuti dvou chromosomu v jeden [1].

1.5 Sekvence tvorené adeninem a guaninem

Dlouhé tseky slozené pouze z purinovych bazi s pyrimidinovymi bazemi na komple-
mentarnim vlaknu se nachazeji v lidském genomu zejména pied geny. Zakdédovana
informace je vétsinou v fetézci s prevahou adeninu a guaninu [13].

Oblasti bohaté na purinové baze mohou vytvafret ruzné struktury. Pokud se
adenin pravidelné stiidd s guaninem, ziskd DNA zajimavé vlastnosti. Purinové béze
a jejich pary stabilizuji dvousroubovici. Oligonukleotidy obsahujici pouze pravidelné
se stiidajici adenin s guaninem mohou tvorit duplex s paralelni i antiparalelni ori-
entaci. V paralelni dvousroubovici vznikaji nekanonické pary. Existuje nékolik kon-
formaci purinovych paru lisicich se v umisténi vodikovych vazeb a orientaci bézi
vuci deoxyribose (obr. 1.10). Pérovani je zavislé na pH a stavbé okolni DNA. Jako
celek vytvari dvousroubovice konformaci B s enormnim zavinutim. Orientace fetézcu
muze byt antiparalelni i paralelni s vysokou stabilitou v Sirokém rozmezi pH. Déle
muze vzniknout levotociva dvousroubovice Z-DNA. V ptitomnosti nizkych koncen-
traci zineCnatych iontu tvori antiparalelni duplex, ktery je pravdépodobné soucasti
triplexu DNA spoletné s (1'C'),, Fetézcem [13].

V rozmezi kyselého pH vznika paralelni Sroubovice s protonizovanymi adeniny.
S klesajicim pH tvori oligonukleotid jednofretézcovou pravidelnou strukturu pfipo-
minajici a-Sroubovici, ktera je pravdépodobné levotociva. Paralelni orientaci maji i
dvousroubovice tvorené oligonukleotidy CGATCG, TCGATCGA a CGATCGATCG.
Jsou vsak stabilni jen pii nizkém pH (3,8-4,4) [13].

Oktamer GCGAAAGC a heptamer GCGAAGC vytvari stabilni monomolekularni
vlasenky. Nachazi se v replikacnich pocatcich a promotorech transkripce. Termosta-
bilita vldsenek souvisi s interakci guaninu s adeninem. Vzacné se v DNA objevuji
vlasenky se smyckami tvorenymi jedinym nukleotidem, tzv. vystréenou bazi. Tvar i

stabilita vldsenek zavisi na obsazenych nukleotidech a jejich poradi [13].
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Obr. 1.10: Moznosti G-A péaru a G-A™ paru [13].

DNA obsahujici tandemova opakovani tripletit CNG zmnozend nad limit byva
pricinou neurodegenerativnich onemocnéni. Konformacni labilitu molekuly DNA
zpusobuji useky (GAA),. Souvisi s vyskytem Friedreichovy ataxie - kritick& oblast se
nachézi v prvnim intronu genu kédujiciho protein frataxin na devatém chromosomu.
Neobvyklé konformace DNA mohou byt i fyziologické v jevech, kde je nestabilita
deoxyribonukleové kyseliny zadouci [13].

Pokud je jednofetézcovy polynukleotid slozeny pouze z purinovych béazi tvoren
alespon z tfetiny guaninem, vznika ¢tyitetézcova struktura. Dalsim zajimavym mo-
tivem je tzv. element GAGA. Jednd se o tisesky DNA tvotené predevsim purinovymi
bazemi, které slouzi v promotorech k rozpoznani transkripénimi faktory. Stavaji se
tak nezbytnymi pro expresi genu. Pfi mutaci popsaného useku dojde k vypnuti genu
[13].

1.6 MATLAB

MATLAB je programové prostiedi a skriptovaci programovaci jazyk, ktery vychazi
z jazyka Fortran. Prvni verze byla vydéna jiz v roce 1985. Nazev vznikl ze spojeni
MATrix LABoratory. Jak nazev napovida, hlavni datovou strukturou jsou matice,
které nemusi nutné obsahovat pouze ¢isla. Programovaci jazyk je urcen predevsim
pro védeckotechnické vypocty, simulace apod. [14].

Pro uleh¢eni vypoctu jsou vytvoreny ruzné nastroje, tzv. toolboxy. Jednd se
o skupinu ¢asto pouzivanych algoritmu zaméfenych na ruzné oblasti. Pro bioin-
formatiku existuje Bioinformatic Toolbox, obsahuje napt. algoritmy pro zarovnani

sekvenci a praci s genetickymi daty.
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GUIDE (Graphical User Interface Development Environment) je prostiredi MAT-
LABu, ve kterém je mozné vytvaret aplikace s grafickym rozhranim. Hlavni vyhodou
grafického prostredi je jednodussi ovladani uzivatelem, proto byl pouzit i v predlozené

praci.

1.7 Sekvenc¢ni data

Sekvencéni data jsou zapisy posloupnosti monomeru, v pripadé deoxyribonukleové
kyseliny se jedna o poradi nukleotidu od 5’ ke 3’ konci molekuly. Nukleotidy znac¢ime
pismeny stanovenymi Mezindrodni unii pro ¢istou a aplikovanou chemii (IUPAC)
[15] a jejich prehled je uveden v piiloze.

Sekvence zapsané jako retézce IUPAC znaku jsou surova data. Puvodni soubory
obsahovaly pouze surova data. Veskeré informace o sekvenci ulozené v souboru
byly zapsany do jeho nazvu. Vzhledem k omezeni poc¢tu znaku nazvu je nahradily
specidlni forméty schopné uchovéavat sekvenci i s jeji specifikaci [15].

Pro svou jednoduchost se nejcastéji pouziva format FASTA. Pouzivd se pro
sekvence nukleotidu i aminokyselin. FASTA je textovy soubor. Jeho prvni radek
nazyvany hlavicka (head) za¢ind znakem > (vétsi nez). Obsahuje idaje o sekvenci
vcetné jedinecného identifikatoru sekvence. Na druhém radku zacina surova sekvence,
ktera tvoii zbytek souboru [15]. Sekvence by neméla obsahovat kromé pismen zadné
dalsi alfanumerické znaky. Pii tvorbé programu, ktery bude s FASTA pracovat, je
vSak nutné pocitat i s moznosti dalsich znaku, nejcastéji mezer. V piipadé vice
sekvenci v jednom souboru se toleruje prazdny tadek pro jejich oddéleni.

V dnesni dobé existuje mnozstvi vefejnych databazi, na kterych jsou publikovana
priméarni sekvenéni data. Data pouzita v bakalaiské praci pochazi z databaze Gen-
Bank. GenBank obsahuje vSechny verejné dostupné DNA sekvence. Veskera data
jsou denné aktualizovana a neustdle zalohovana. Databéaze je pristupna prostied-
nictvim internetu. Diky velkému mnozstvi zvefejnénych dat nemohou byt vSechna

ovéfovana a neni tak zarucena jejich spravnost [15].
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2 PRAKTICKA CAST

2.1 Program

Program Bakalarka.m byl vytvoren v prostiedi MATLAB 7.9.0.529 R2009b. Je rea-
lizovan v grafickém prostiedi GUIDE. Slouzi k nacteni a zpracovani sekvence DNA.
Muze pracovat s FASTA souborem zvolenym uzivatelem nebo s ndhodnou sekvenci
o zvolené délce. Program v upravené sekvenci nalezne tseky obsahujici pouze adenin
a guanin delsi nez 9nt. Pro ucely dalsitho zpracovani dat, které uzivatel ziska, pro-
gram vypiSe délku sekvence, pocty useku o délkach nastavenych v programu a
vykresli histogram pro predstavu o ¢etnosti useku. Veskeré nalezené tiseky lze ulozit
do textového souboru, ktery si uzivatel sam zvoli. Posledni ¢asti programu je zo-
brazeni sekvence, kterou si muze uzivatel prochdzet oknem o délce 50 nt. Nalezené
useky jsou barevné odlieny. Specidlnimi tlacitky se uzivatel muze presouvat o vétsi
pocet nukleotidii nebo piemistovat jen po nalezenych secich. Podrobny popis pro-
gramu a uzivatelského prostiedi jsou uvedeny v nésledujicich kapitolach. Manual

k programu je zatazen v priloze.

Bakalarkal

7
ifFasTA Pacet usekul 10~ 19t
Pocet useku 20-29nt
8

* I -

9 Ulozit pozice
6 MWykreslit histogram

u n
[~
4 Delka sekvence m 11 Pozice nukleotidu 12 Delka sekvence
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Obr. 2.1: Uzivatelské prostiedi programu Bakalarka.m.
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2.1.1 Nacteni a uprava sekvence

Program pracuje se sekvencemi ve FASTA formétu nebo ndhodné generovanymi
sekvencemi. Pro dalsi praci s daty je sekvenci v obou piipadech nutné upravit.

Funkce pbNacti Callback se spusti po zméacknuti tlacitka pbNacti (obr. B.1-
2) uzivatelem. V pripadé volby FASTA formétu v pmVyber (obr. B.1-1) se zo-
brazi vyskakovaci okno, ve kterém si uzivatel vybere soubor obsahujici pozadovanou
sekvenci ve formatu .txt. Funkce si ulozi nazev souboru a cestu k nému a poté jej
otevie. Nazev souboru se zapise do listboxu 1bSoubor (obr. B.1-3), ktery slouzi jako
kontrola pro uzivatele, ze nacteni probéhlo v poradku. Pfi problému s nactenim
souboru je uzivatel informovan dialogovym oknem.

Soubor se za¢ne ¢ist po jednotlivych fadcich. Z duvodu alokace paméti pro
sekvenci, ktera vyrazné omezi dobu nacitani, se zjisti velikost souboru. Vektor, ktery
bude obsahovat sekvenci, naplnime nulami. Jejich pocet uréime z rozdilu velikosti
souboru a délky prvniho tfadku. Prvni fadek se uklada jako hlavicka souboru a
sekvenci neobsahuje. Proto by bylo zbytecné pro néj vyhrazovat misto v paméti.
Vsechny ostatni tfadky se postupné ulozi jako sekvence, pro spravné umisténi do
vektoru je nutné ovérovat si délku kazdého radku. Po skonceni cteni se soubor uzavre.

Dalsim krokem je smazani zbylych nul z vektoru spolecné s bilymi znaky a
nepotiebnymi pismeny, které byly ulozeny v souboru. Do konce programu pracujeme
pouze se sekvenci obsahujici ¢tyti pismena znacici nukleotidy. Délka nové vzniklého
vektoru odpovida délce sekvence, s kterou dale pracujeme. Uzivateli se pro informaci
zobrazi v textovém poli tDelka (obr. B.1-12).

Pro usnadnéni prace se sekvenci v programu, se prevede posloupnost nukleotidu
na ¢isla. Adenin je nahrazen ¢islem jedna, cytosin ¢islem dva, guanin ¢islem tii a
thymin ¢éislem ctyti. Zapis je vyuzivan vsude tam, kde urychli praci s daty nebo
usnadni zapis kédu.

Pro kontrolu uzivatele se béhem nacitani sekvence, jeji upraveé a prevodu na ¢isla
zobrazuje postup programu v procentech. Ukazatel byl do programu pridan z duvodu
¢asoveé narocného zpracovani dlouhych sekvenci.

Pokud zvolime ndhodné generovanou sekvenci, funkce vypise do listboxu 1bSou-
bor (obr. B.1-3) slovo Ndhoda. Je nutné, aby uzivatel zadal pozadovanou délku
vzniklé sekvence do editovatelného textového pole eDelka (obr. B.1-4) a tu nésledné
potvrdil tlacitkem pbVytvor vedle. Pokud zapomene délku zadat, je upozornén di-
alogovym oknem. Zavold se funkce pbVytvor_Callback. Délka se nacte a zobrazi
se uzivateli v poli tDelka (obr. B.1-12). Funkce vytvoii vektor ndhodnych ¢isel od
nuly do jedné o zadané délce. Podminkou, kterd rozdéluje interval (0,1) na ¢tyfi casti
podle procentudlniho zastoupeni bazi ve skuteéném lidském genomu (30% pripadd

na adenin a thymin, po 20% na cytosin a guanin), zméni vektor na posloupnost
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¢isel jedna az Ctyri nahrazujici nam baze stejné jako v dfive popsaném prevodu
nukleotidu na ¢isla. Pro dalsi préaci s daty se sekvence prevede i na nukleotidy.
Prubéh vytvareni sekvence v procentech je uzivateli opét zobrazovan. Kdyz je
sekvence hotovd, objevi se vyskakovaci okno, do kterého uzivatel zadd nazev prave
vzniklé sekvence a ulozi si ji. Po dspésném ulozeni se nézev zobrazi v listboxu
1bUlozene (obr. B.1-10). Sekvence se ulozi jako FASTA formét, v jeho hlavicce je
uveden nazev, ktery uzivatel zadal. Diky tomu, lze sekvenci opakované zpracovavat

programem.

2.1.2 Vyhledani tseku tvorenych adeninem a guaninem

Zmacknutim tlacitka pbNalez (obr. B.1-5) se zavold funkce pbNalez_Callback.
Funkce postupné prochazi sekvenci. Pokud nalezne adenin nebo guanin, ulozi jeho
pozici a postupuje, dokud nenalezne prvni cytosin nebo thymin. Poté ulozi pozici
posledniho nalezeného hledaného nukleotidu. Zjisti vzddlenost mezi pozicemi. Pokud
je delsi nez udava podminka, ulozi zacatek, konec i délku useku do vektoru. Podminka
je zavedena proto, aby se zkratila dalsi préace s daty. Pokud pracujeme s geny, je
vhodné hledat tseky delsi nez devét nukleotidu. Pii praci s celymi chromosomy
muzeme hranici zvysit na devadesdtdevét nukleotidu.

Pokud jsou nalezeny jakékoliv tiseky vyhovujici podmince, funkce zobrazi prvni
pozice ve vektorech zac¢atku a koncu jako polohu nejblizsiho nalezeného useku do tex-
tového pole tNasledujici (obr. B.1-19). Podrobnéji se jim budeme zabyvat v dalsi
kapitole.

Pokud neni nalezen zadny tsek, objevi se dialogové okno, které uzivatele na tento

fakt upozorni.

2.1.3 Zobrazeni a prace s vysledky

Po nalezeni tuseku obsahujicich pouze adenin a guanin si uzivatel muze vysledky
zobrazit v histogramu, ulozit je a prochéazet si sekvenci. V piipadé, ze zadné iseky
nebyly nalezeny, je uzivatel upozornén dialogovym oknem a nékteré funkce se ne-
provadi jako zbytecné.

Histogram (obr. 2.2) zobrazi uzivatel zmacknutim tlac¢itka pbHist (obr. B.1-6).
Zavolé se funkce pbHist_Callback, ktera rozdéli nalezené useky podle délky do tii
skupin. Pti praci s geny je vhodné délit iseky na intervaly 10-19nt, 20-29nt a 30 nt a
delsi. Pokud pracujeme s celym chromosomem je lépe nastavit intervaly 100-149 nt,
150-199nt a 200nt a deli. Program secte pocty tuseku v jednotlivych intervalech a
poté je vydeéli celkovym poctem useku. Procentualni zastoupeni useku pak vykresli

jako sloupcovy graf do pole grafu (obr. B.1-7).
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Soucasné se do textovych poli t10, t20 a t30 (obr. B.1-8) vypise pocet useku

v prvnim, druhém a tfetim intervalu.

Obr. 2.2: Ukézka histogramu programu Bakalarka.m.

Pokud chceme s nalezenymi tseky déle pracovat, je mozné si je ulozit do souboru
txt. Stisk tlacitka pbUloz (obr. B.1-9) zavola funkci pbUloz_Callback. Funkce zo-
brazi vyskakovaci okno, ve kterém uzivatel zada nazev a umisténi textového souboru.
Funkce ulozi jeho nazev a zobrazi ho v listboxu 1lbUlozene (obr. B.1-10). Déle
vytvori buikové pole, do kterého po tadcich ulozi zacatky, konce i délky nalezenych
useku. Poté soubor otevie, data do néj zapiSe a zase jej uzavie.

Posledni moznosti je prochazeni sekvence po nukleotidech. Zmacknutim tlacitek
s Sipkami posuvniku sPosun (obr. B.1-14) ho aktivujeme. Diky funkci sPosun_Call-
back muzeme sekvenci prochazet oknem délky 50 nt. Funkce nejprve zjisti aktudlni
pozici posuvniku a zaokrouhli ji na celé ¢islo, protoze pracujeme s nukleotidy. Rozsah
posuvniku se nastavi na interval od jedné do konce sekvence bez délky posledniho
okna. Krok posuvniku se nastavi na jeden nukleotid. Poté se vypiSe aktualni pozice
okna v sekvenci do textového pole tPozice (obr. B.1-11) jako interval od aktudlni
pozice do délky okna. Nukleotidy v sekvenci odpovidajici pozici okna se zobrazi jako
graf v poli axes2 (obr. B.1-13).

Pokud byly nalezeny useky tvorené adeninem a guaninem, je dalsim krokem je
barevné odlisit v grafu, jak muzete vidét na obr. 2.3. Funkce nalezne vsechny pocatky
useku, které se nachazeji v okné. Pokud zacatek existuje, zatne od néj az po konec
useku nebo konec okna, vykreslovat barevné odlisené nukleotidy. Podobné hleda
vSechny konce tseku a od nich vykresluje nukleotidy pozpatku az na zacatek useku
nebo okna. Pri préaci s celymi chromosomy se hledaji iiseky delsi nez je rozsah okna.

Proto funkee zjistuje, zda existuje usek, jehoz zacatek lezi pred aktudlnim oknem a
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konec za nim. Pokud je podminka splnéna, zabira tsek celé okno, jsou vykresleny

barevné vSechny nukleotidy.

Pozice v sekvenci: 1174-1223 Delka sekvence: 108529 nt

Fredchozi usek nenil Masledujici usek: 1541-1555

Obr. 2.3: Ukédzka zobrazeni sekvence programem Bakalarka.m.

Funkce dale hledd tsek, ktery se nachézi nejblize pred useky v aktudlnim okné,
respektive jeho konec. Pozici tiseku, pokud existuje, vypise do textového pole tPred-
chozi (obr. B.1-17). Zméacknutim tlacitka pbPredesly (obr. B.1-16) si uzivatel muze
usek zobrazit. Funkce pbPredesly_Callback predd pozici predchazejiciho tseku
funkci sPosun_Callback. Zacatek okna se nastavi na pocatek tseku.

Obdobné funkce hled4 tsek, ktery je prvni za tiseky zobrazenymi v okné, presnéji
jeho zacatek. Interval, ve kterém je tusek, zapise do textového pole tNasledujici
(obr. B.1-19). Zmacknutim tlacitka pbPrejdi (obr. B.1-18) uzivatelem se zavola
funkce pbPrejdi_Callback, ktera preda pozici useku funkci posuvniku po ovéteni,
ze zacatek useku v sekvenci neni dale nez pozice posledniho okna.

Dalsi moznosti uzivatele je premistovan{ v sekvenci tlacitky pb10 (obr. B.1-20),
pb100, pb1000 a pb10000 nebo pbm10 (obr. B.1-15), pbm100, pbm1000 a pbm10000.
Jimi zavolané funkce programu pb10_Callback, pb100_Callback, pb1000_Callback
a pb10000_Callback nebo pbm10_Callback, pbm100_Callback, pbm1000_Callback
a pbm10000_Callback zvétsi nebo zmensi pozici posuvniku o 10, 100, 1000 a 10000
nukleotidu. Tlacitka slouzi pro snadnéjsi posun okna uzivatelem. Pti praci s celymi

chromosomy je vhodné posuny zvétsit.

2.2 Analyza dat

Zpracovani celého genomu se v prubéhu feseni prace ukazalo nesplnitelné. Postup-
né upravy kédu umoznily zpracovat cely chromosom, jak se ukazalo pii testovani
sekvence dlouhé 150 Mb (nejveétsi lidsky chromosom mé asi 250 Mb). Sekvence byla
vytvorena umeéle jako opakujici se iisek chromosomu, ktery pochazi z databdze Gen-

Bank. Problém je vSak ziskat sekvenci celého chromosomu. V datab&azi se nachéazi
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pouze popsané useky. Mezi nimi se nachézi mezery, které obsahuji i statisice nuk-
leotidu. Velké mezery chybi zmapovat prevazné u genomu primatu. Dalsim tskalim
je rozpoznéni intronu a exonu. Algoritmy, které dokazi odhadnout pozici genu, jsou
velmi komplikované a jejich implementace je nad ramec bakalédfské prace.

Z uvedenych duvodu jsme se rozhodli zpracovavat konkrétni geny z databaze
GenBank, které jsou spolecné pro clovéka i Simpanze. Veskeré geny ¢lovéka pochazi
z verze Build 37.2 a veskeré geny Simpanze z verze Build 2.1 Zamérné byly voleny
geny obsahujici introny i exony, aby bylo mozné porovnavat cetnost a podobnost
polohy tseku tvorenych adeninem a guaninem v rdamci druhu. Geny maji ruznou
délku i pocet intronu. Vsechny geny se nachdzi na chromosomu 21 Simpanze i
¢lovéka. Gen clovéka bude srovnéan i s nahodnou sekvenci stejné délky pro porovnani
nahodnosti usek.

2.2.1 COL18A1

Gen koduje alfa tetézec kolagenu XVIII. Jedna se o protein mezibunécéné hmoty;,
ktery proteolyzou tvoii endostatin, silny antiangiogenni protein. Mutace genu je
spojena s Knoblochovym syndromem, ktery zpusobuje abnormality ve struktufe
ledvin [16].

Gen COLI18A1 c¢lovéka je tusek dlouhy 108529nt. Sklada se z 42 exonu a 41
intronu. Program v genu nalezl celkem 114 useku obsahujicich adenin a guanin
delsich nez 9nt (obr. 2.4a). COL18A1 obsahuje 105 tseku dlouhych 10-19nt, z toho
7 useku se nachazi v exonech, 8 tseku dlouhych 20-29 nt, vSechny jsou v intronech
a jeden usek dlouhy 30 nt, umistény v intronu.

Cetnost [3%]
Cetnost [3%]

z0 30 z0 a0
Pocet nt Pocet nt

(a) Clovék (b) Simpanz

Obr. 2.4: Histogram genu COL18A1.

Gen COL18A1 simpanze obsahuje 63798 nt. Sklada se z 42 exonu a 41 intronu.

Program v genu nalezl celkem 61 tisekt obsahujicich adenin a guanin delsich nez 9 nt
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(obr. 2.4b). Gen obsahuje 57 tuseku dlouhych 10-19nt, z toho 7 tseku se nachézi
v exonech a 4 dseku dlouhych 20-29nt, vsechny jsou v intronech.

Néhodné sekvence vytvorena programem o délce 108529 nt obsahovala 16 tseku
dlouhych 10-19 nt.

2.2.2 CSTB

Cystatin B (stefin B) je intracelularni inhibitor cysteinové protedzy. Je povazovan
za soucast ochrany proti prosakovani proteazy z lysozomu. Nalezenim mutaci genu
je diagnostikovana progresivni myoklonicka epilepsie [16].
Gen CSTB clovéka je tusek dlouhy 2429nt. Sklada se z 3 exonu a 2 intronu.
Program v genu nalezl 1 tisek obsahujici adenin a guanin dlouhy 14nt (obr. 2.5a).
Gen CSTB simpanze obsahuje 2099 nt. Sklada se z 3 exonu a 2 intronu. Program
v genu nalezl 1 tsek obsahujici adenin a guanin dlouhy 14 nt (obr. 2.5b).

Néhodné sekvence dlouha 2429 nt neobsahovala zadny tsek delsi nez 9 nt.

Cetnost [#]
Cetnost [%)]

Z0 30 z0 30
Pocet nt Pocet nt

(a) Clovék (b) Simpanz

Obr. 2.5: Histogram genu CSTB.

2.2.3 IL10RB

Interleukin 10 receptor beta patii mezi cytokininové receptory. Jednd se o postranni
fetézec, ktery je nezbytny pro receptorovy komplex interleukin 10 [16].

Gen IL10RB clovéka je tsek dlouhy 30849 nt. Skldda se z 7 exonu a 6 intronu.
Program v genu nalezl celkem 37 useku obsahujicich pouze adenin a guanin delsich
nez 9nt (obr. 2.6a). ILI0RB obsahuje 32 tseku dlouhych 10-19nt, z toho 1 usek se
nachédzi v exonu, 5 iseku dlouhych 20-29nt, jeden z nich v exonu (tab. 2.1).

Gen IL10RB simpanze obsahuje 30840 nt. Sklada se z 7 exonu a 6 intronu. Pro-

gram v genu nalezl celkem 45 Useku obsahujicich pouze adenin a guanin delSich
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‘ Clovek ‘ Simpanz

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
GGGAGAAGGAAAGAGAGAAGG GAAAAAAAAAAAAAAAAAAAG
AAAAAAAAAAAAAAAAGAAAAGAAAA AAAAAAAAAAAAAAAAGAAAAGAAAA
GAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAG AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Tab. 2.1: Nalezené tseky v genu IL10RB o délce 20-29 nt.

nez 9nt (obr. 2.6b). Gen obsahuje 40 useku dlouhych 10-19nt, z toho 2 useky se
nachdzi v exonech, 4 tseky dlouhé 20-29nt, vSechny v intronech (tab. 2.1) a jeden
usek dlouhy 33 nt, nachazi se v exonu.

Nahodna sekvence dlouha 30849 nt obsahovala 10 tseku dlouhych 10-19nt.

Cetnost [3£]
Cetnost [3£]

10 z0 30
Pocet nt Pocet nt

Z0 a0

(a) Clovék (b) Simpanz

Obr. 2.6: Histogram genu IL10RB.

2.2.4 PRSS7

Transmembranova protedza serin 15 patii mezi trypsinové peptidazy. Koduje enzym,
ktery méni pankreaticky proenzym trypsinogen na trypsin. Mutace genu zpusobuje
nedostatek enterokindzy a poruchu malabsorpce [16].

Gen PRSST7 clovéka je usek dlouhy 134538 nt. Skldda se z 25 exonu a 24 intronu.
Program v genu nalezl celkem 165 tiseku obsahujicich pouze adenin a guanin delsich
nez 9nt (obr. 2.7a). PRSS7 obsahuje 146 tseku dlouhych 10-19nt, z toho 4 tseky
se nachazi v exonech, 10 useku dlouhych 20-29nt, vSechny v intronech a 9 tseku
delsich nez 29 nt, nachazi se v intronech.

Gen PRSS7 simpanze obsahuje 134272 nt. Skldda se z 25 exonu a 24 intronu.
Program v genu nalezl celkem 167 tiseku obsahujicich pouze adenin a guanin delsich
nez 9nt (obr. 2.7b). Gen obsahuje 153 tseku dlouhych 10-19nt, z toho 4 tseky se
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nachézi v exonech, 8 useku dlouhych 20-29 nt, vSechny v intronech a 6 tuseku delsich

nez 29 nt, nachazi se v intronech.

Nahodna sekvence dlouha 134538 nt obsahovala 36 tiseku dlouhych 10-19 nt.

z0 30 z0 30
Pocet nt Pocet nt

(a) Clovek (b) Simpanz

Obr. 2.7: Histogram genu PRSS7.

2.2.5 TMEMS50B

Jednd se o transmembrénovy protein 50B [16].

Gen TMEMS50B clovéka je uisek dlouhy 30834 nt. Skldda se z 7 exonu a 6 intronu.
Program v genu nalezl celkem 11 useku obsahujicich adenin a guanin delsich nez
9nt (obr. 2.8a). TMEM50B obsahuje 10 tiseku dlouhych 10-19 nt, z toho 3 tiseky se
nachézi v exonech a 1 usek dlouhy 22nt, nachazi se v intronu.

Cetnost [3%]
Cetnost [3%]

z0 30 10 z0 a0
Pocet nt Pocet nt

(a) Clovék (b) Simpanz

Obr. 2.8: Histogram genu TMEM50B.

Gen TMEMS50B simpanze obsahuje 52496 nt. Sklada se z 9 exonu a 8 intronu.

Program v genu nalezl celkem 23 useku obsahujicich pouze adenin a guanin delsich
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nez 9nt (obr. 2.8b). Gen obsahuje 18 tseku dlouhych 10-19nt, jeden z nich se
nachdazi v exonu, 4 tseky dlouhé 20-29 nt, vSechny v intronech a 1 sek dlouhy 45 nt

v intronu.
Nahodna sekvence dlouha 30834 nt obsahovala 7 1iseku dlouhych 10-19 nt.

2.2.6 Shrnuti vysledkua

Z vysledku analyzy dat lze usuzovat, ze s rostouci délkou sekvence stoupa pocet
nalezenych useku tvorenych adeninem a guaninem. Pokud porovname poéty useku
v genomu c¢lovéka a Simpanze u srovnatelné dlouhych sekvenci, je jich podobné
mnozstvi. Pocet tseku v exonech je u vSech genu podstatné mensi, jsou prevazné
kratsich délek. V intronech je pocet tuseku vétsi a navic dosahuji vétsich délek. Z his-
togramu jednotlivych genu lze usuzovat, ze celkovy pomér useku vsech tii délek je
u clovéka srovnatelny se simpanzem. Podivejme se na gen IL10RB, ktery ma v in-
tronech stejny pocet useku o délce 20-29nt (2.1). Useky jsou si, pokud zanedbame
jejich poradi, velmi podobné. Na prvni pohled pozname jediny usek, ktery se nachéazi
v exonu. Z podobnosti useku je patrné, ze useky maji v genu podstatnou funkci a
jsou v evoluci konzervovany. Porovnanim s nahodnymi sekvencemi, ve kterych se ob-
jevoval vzdy mensi pocet useku a zadny z nich neprevysSoval délku 20 nt, je patrné,
Ze nami nalezené useky delsi nez 19 nt, které se nachéazeji témeér vyluéné v intronech

genu nevznikly nahodou, coz potvrzuje jejich dulezitou tlohu.
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3 ZAVER

Cilem bakalarské prace bylo vyhledat useky, ve kterych se vyskytuje pouze adenin
s guanininem a porovnat jejich rozsah v koédujici a nekddujici oblasti. Srovnanim
s evolu¢né blizkymi zivocichy méla byt zvazena ndhodnost, funkce a konzervovanost
useku.

Teoreticka ¢ast se vénuje slozeni, struktufe, typum a konformacim deoxyribonuk-
leové kyseliny. Je popsana kondenzace DNA do formy chromosomu, jejich slozeni a
znaceni. Déle se zabyva definici genu, jeho typum a tcelum. Podrobnéji je rozebrdan
genom a projekt, jehoz cilem bylo ziskat kompletni genom ¢lovéka. Je uvedena
podobnost ¢lovéka, Simpanze a gorily a rozdil genomu Simpanze od lidského. Je
znamo, ze useky DNA tvofené pouze adeninem a guaninem nabyvaji zajimavych
konformaci, jejich popisu je vénovana dalsi podkapitola. V zavéreéné ¢asti je popsano
programové prostifedi MATLAB a hojné uzivany format sekvenénich dat - FASTA.

V praktické ¢asti bakalarské prace je uveden popis programu Bakalarka.m vytvo-
feny v grafickém prostifedi MATLABu. Program dokaze nacist sekvenci ve FASTA
formatu, zpracovat ji a vyhledat v ni seky obsahujici pouze adenin a guanin delsi
nez 9nt. Je mozné pomoci programu vygenerovat nahodnou sekvenci, ulozit ji jako
FASTA a pracovat s ni obdobné. Program umoznuje nalezené tseky rozdélit do ti{
skupin podle délky a vykreslit z jejich poméru histogram. Useky si lze ulozit do
textového souboru, do kterého jsou uklddany zameérné tak, aby byly snadno zpraco-
vatelné tabulkovymi editory pro dalsi analyzu. Dalsi moznosti je si sekvenci prohlizet
v grafu, posouvat se po jednotlivych nukleotidech, jejich skupinach nebo preskakovat
mezi nalezenymi tuseky. Pro prehlednost jsou useky tvorené pouze adeninem a gua-
ninem delsi nez 9nt barevné odliseny.

Dalsi ¢ast tvorf analyza dat. V prubéhu tvorby bakaldrké prace se ukazala obtiz-
nost nalezeni kompletnich sekvenci chromosomiu. V souc¢asné dobé jsou zpracovany
predevsim zajimavé oblasti, v ostatnich ¢astech chromosomu, zejména v nekédujicich
oblastech mezi geny, chybi zmapovat velké mnozstvi tseku, jsou zde pouze za-
znaceny tzv. mezery. U lidského genomu je to asi desetina celkového rozsahu [1],
v genomu primatu podstatné vice. RozliSovani intronu a exonu v sekvencich patii
mezi pokrocilé algoritmy svou ndrocnosti prevysujici ramec bakalaiské prace. Proto
bylo po dohodé s vedoucim préce i souhlasem konzultanta rozhodnuto, ze se program
overl na malém mnozstvi genovych dat z databaze GenBank.

Analyza byla provedena na péti genech spoleénych pro clovéka i Simpanze. Z&-
mérné byly voleny geny obsahujici introny i exony o ruznych délkach, aby bylo mozné
porovnat rozsah tseku v kédujici a nekédujici oblasti. Pro kazdy lidsky gen byla
programem vygenerovana nahodnd sekvence o stejné délce pro posouzeni nahodnosti

useku.
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Z vysledku rozboru genu lze usuzovat, ze s rostouci délkou sekvence stoupa pocet
useku slozenych pouze z adeninu s guaninem v ni obsazenych. V pripadé ndhodnych
sekvenci narusta pouze pocet useku, u genu se zvétsuje navic i jejich délka. Muzeme
tedy rozhodnout, ze useky delsi nez 19nt v sekvencich nevznikaji ndhodné.

Pokud srovname pocty nalezenych tseku mezi introny a exony, je patrné, ze jich
mnohem vice obsahuji nekédujici oblasti, u iseku delsich nez 19 nt se vyskytuji témeér
vyhradné v intronech. Z histogramu muzeme vy¢ist, Ze poméry poctu useku ve trech
nami zavedenych skupinach podle délky jsou u ¢lovéka a Simpanze srovnatelné.

Srovnanim sekvenci useku o délce 20-29 nt nalezenych v nekédujicich oblastech
genu IL10RB u clovéka a Simpanze je naprosto zietelné, ze tiseky jsou vysoce konzer-
vované. Jejich rozdily jsou nepatrné, lisi se pouze v délce. Vzhledem k tomu, ze iseky
jsou si natolik podobné a zachovaly se v evoluci, 1ze se domnivat, ze maji v organismu
nezastupitelnou funkeci.

Prehled vysledku zpracovani genu programem je spoleéné s uzivatelskym névo-

dem pro pouziti programu uveden v priloze.
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SEZNAM SYMBOLU, VELICIN A ZKRATEK

A,C,G, T Adenin, Cytosin, Guanin, Thymin

b

bp

Cot
DNA
cDNA
dsDNA
ssDNA

mtDNA

nt

ORF

b,q

pH

Béze

Pér bazi — Base Pair

Koeficient komplexnosti

Kyselina deoxyribonukleova — Deoxyribonucleic Acid
DNA komplementarni k RNA — Complementary DNA
Dvourtetézcovd DNA — Double-Stranded DNA
Jednoretézcova DNA — Single-Stranded DNA
Mitochondridlni DNA — Mitochondrial DNA

Histon

Nukleotid

Otevieny cteci ramec — Open Reading Frame
Kratka, dlouha raménka

Vodikovy exponent
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A TUPAC KODOVANI NUKLEOVYCH KYSELIN

Kod | Baze

Adenin

Cytosin

Guanin

Thymin

Purin (A, G)
Pyrimidin (C,T)
G, C (Strong)
(Weak)
(Keto)
(Amino)

Y

Y

Y

QI Q| Q1|+

| | Al = o =

T
T
T

A C G
Cokoliv

Z| <|T| 0| | | = w2 <| =8| e =

Tab. A.1: Kédovani DNA dle IUPAC
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B UZIVATELSKY MANUAL

Program Bakalarka.m slouzi pro nacteni a zpracovani sekvence ve FASTA formatu
nebo vytvoreni ndhodné sekvence. Program nalezne useky obsahujici pouze adenin

a guanin, které si lze zobrazit, prohlizet a ulozit.

Balcalarka

Pocet useku 10-19nt
Pocet useku 20-29nt
8
Focet useku 30nt a vice

9 Ulozit pozice
u [~

4 Delka sekvence m 11 Fozice nuklectidu 12 Delka sekvence

13
12 [E »
15 -1000 |8 -10000 [WASY  Prejit na predchozi usek 18 Prejit na dalsi usek +10000 § +1000 +10 [eds]

17 Predchozi usek 19 Nasledujici usek

Obr. B.1: Uzivatelské prostiedi programu Bakalarka.m.

1. Program spustte zmacknutim F5 v souboru Bakalarka.m v MATLABu.

2. Nejprve si pomoci pop-up menu FASTA / Nahodna sekvence (obr. B.1-1)
zvolte, zda chcete pracovat se sekvenci ve formatu FASTA nebo vygenerovat
nahodnou sekvenci.

3. Svou volbu potvrd'te tlacitkem Nacist (obr. B.1-2).

(a) V pripadé volby FASTA se objevi vyskakovaci okno, ve kterém si vyberte
pozadovany soubor. V listboxu Nazev souboru (obr. B.1-3) se objevi jeho
nazev a okamzité se otevie dialogové okno, ve kterém muzete sledovat
postup programu (obr. B.2), ktery upravuje sekvenci. Pokud se dialog
neobjevi, zkontrolujte vybrany soubor. Pokud obsahuje na konci prazdné
radky, smazte je. Pokud vSe probéhne bez chyby, dialogové okno se samo
uzavie a v textovém poli Delka sekvence (obr. B.1-12) se objevi pocet
nukleotidu v nactené sekvenci.

(b) V pripadé volby Nahodna sekvence se objevi v listboxu Nazev souboru
(obr. B.1-3) slovo Nahoda. Do editovatelného pole Delka sekvence (obr.
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B.1-4) zadejte pocet nukleotidu sekvence, kterou chcete nechat vytvorit.
Cislo potvrd'te tlacitkem Vytvorit, které je umisténo vedle pole. Objevi
se dialogové okno, ve kterém muzete kontrolovat pokrok programu. Po
vytvoreni sekvence se jeji délka objevi v textovém poli Delka sekvence
(obr. B.1-12). Okamzité se otevie vyskakovaci okno, sekvenci si muzete
ulozit pro dalsi praci ve formatu FASTA. Po ulozeni se nazev objevi

v listboxu Nazev souboru (obr. B.1-10).

FASTA =

1hs txt

Wykreslit histogram
]

Prevadeni na cisla ..

7%

Delka sekvence

Obr. B.2: Pokrok programu.

. Pro nalezeni useku obsahujicich adenin a guanin, které jsou del$i nez 9nt,
zmacknéte tlacitko Najit AG useky (obr. B.1-5). Po nalezeni vsech iseku se
v textovém poli Nasledujici usek (obr. B.1-19) objevi pozice prvniho useku
v sekvenci. Pokud sekvence zadny tsek neobsahuje, objevi se dialogové okno.
. Pro vykresleni histogramu zmacknéte tlac¢itko Vykreslit histogram (obr.
B.1-6). V poli grafu (obr. B.1-7) se objevi histogram. Do textovych poli vedle
grafu (obr. B.1-8) se vypiSe pocet useku v délce 10-19nt, 20-29nt a delsich
nez 29 nt (obr. B.3).

. Pokud si chcete pozice nalezenych useku ulozit do textového souboru, zmac-
knéte tlacitko Ulozit pozice (obr. B.1-9). Objevi se vyskakovaci okno, do néj
zadejte nazev, pod kterym chcete tseky ulozit. Program vytvori textovy soubor
s tfemi sloupci, které obsahuji zacatky, konce a délky useku. Hodnoty lze
zpracovavat napt. pomoci OpenOffice Tabulky. Po tispésném ulozeni souboru
se jeho nazev objevi v listboxu Nazev souboru (obr. B.1-10).

. Zmacknutim Sipky na posuvniku (obr. B.1-14) nebo jeho posunutim mysi
se v okné grafu (obr. B.1-13) objevi 50 nukleotidu. Nad grafem v textovém
poli Pozice nukleotidu (obr. B.1-11) se objevi pozice nukleotidi v nactené

sekvenci. Opakovanym zmacknutim Sipky posuvniku se posouvite o jeden
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Pocet useku 10-13nt 105
Pocert useku 20-29nt: &
cet useku 30nt a vice:

Vykreslit histogram
(3

. m Pozice nukleotidu Delka sekvence: 108529 nt

Obr. B.3: Histogram.

nukleotid vptred nebo zpét v sekvenci. Nalezené tseky jsou v grafu barevné
odliseny.

8. Pokud se chcete pohybovat po vétsim poc¢tu nukleotidu pouzijte tlacitka -10,
-100, -1000 a -10000 (obr. B.1-15), které posunou posuvnik o 10, 100, 1000
a 10000 nukleotidu doleva nebo tlac¢itka 10, 100, 1000 a 10000 (obr. B.1-20),
které posunou posuvnik o 10, 100, 1000 a 10000 nukleotidu doprava.

Delka sekvence: 108529 nt

q
~1000l| -10000 Prejit na daisi usek +10000 [ +1000
Predehozi usek: 1174-1193 Nasledujici usek: 3440-3450

Obr. B.4: Zobrazeni nalezeného useku.

9. Pokud se chcete premistovat po nalezenych usecich, pouZijte tlacitko Prejit
na predchozi usek (obr. B.1-16), které pfesune okno posuvniku na zacatek
useku pred aktualné zobrazenym oknem. Pozice je uvedena v textovém poli
Predchozi usek. Pouzitim tlacitka Prejit na dalsi usek (obr. B.1-18) se
posuvnik presune na usek za aktualnim oknem, jehoz pozice je zapsand v tex-
tovém poli Nasledujici usek (obr. B.1-19).

10. Program ukonc¢ite zmacknutim krizku v pravém hornim rohu okna.
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C PREHLED VYSLEDKU

‘ ‘ Homo sapiens ‘ Pan troglodytes ‘ Néahodna sekvence |

Identifikace genu NG_011903.1 NC_006488.2 -
Délka genu 108529 nt 63798 nt 108529 nt
Pocet 1iseku 10-19 nt 105 57 16
- exony 7 7 -
- introny 98 50 -
Pocet 1seku 20-29 nt 8 4 0
- exony 0 0 -
- introny 8 4 -
Pozice tseku > 29 nt 1 0 0
- exony 0 0 -
- introny 1 0 -

Tab. C.1: Prehled vysledku pro gen COL18A1.

‘ ‘ Homo sapiens ‘ Pan troglodytes ‘ Néahodna sekvence |

Identifikace genu NG_011545.1 NC_006488.2 -
Délka genu 2429 nt 2099 nt 2429 nt
Pocet 1iseku 10-19 nt 1 1 0
- exony 1 1 -
- introny 0 0 -
Pocet 1seku 20-29 nt 0 0 0
- exony 0 0 -
- introny 0 0 -
Pozice tseku > 29 nt 0 0 0
- exony 0 0 -
- introny 0 0 -

Tab. C.2: Prehled vysledku pro gen CSTB.
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‘ Homo sapiens ‘ Pan troglodytes ‘ Néahodna sekvence |

Identifikace genu NG_012089.1 NC_006488.2 -
Délka genu 30849 nt 30840 nt 30849 nt
Pocet 1iseku 10-19 nt 32 40 10
- exony 1 2 -
- introny 31 38 -
Pocet 1seku 20-29 nt 5 4 0
- exony 1 0 -
- introny 4 4 -
Pozice tseku > 29 nt 0 1 0
- exony 0 1 -
- introny 0 0 -

Tab. C.3: Prehled vysledku pro gen IL10RB.

‘ Homo sapiens ‘ Pan troglodytes ‘ Néahodna sekvence |

Identifikace genu NG_012207.1 NC_006488.2 -
Délka genu 134538 nt 134272 nt 134538 nt
Pocet 1iseku 10-19 nt 146 153 36
- exony 4 4 -
- introny 142 149 -
Pocet 1seku 20-29 nt 10 8 0
- exony 0 0 -
- introny 10 8 -
Pozice tseku > 29 nt 9 6 0
- exony 0 0 -
- introny 9 6 -

Tab. C.4: Prehled vysledku pro gen PRSS7.

‘ Homo sapiens ‘ Pan troglodytes ‘ Néahodna sekvence |

Identifikace genu NC_000021.8 NC_006488.2 -
Délka genu 30834 nt 52496 nt 30834 nt
Pocet 1iseku 10-19 nt 10 18 7
- exony 3 1 -
- introny 7 17 -
Pocet 1seku 20-29 nt 1 4 0
- exony 0 0 -
- introny 1 4 -
Pozice tseku > 29 nt 0 1 0
- exony 0 0 -
- introny 0 1 -

Tab. C.5: Prehled vysledku pro gen TMEM50B.
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D ZDROJOVE KODY PROGRAMU BAKALARKA .M

function pbNacti_Callback (™, ~, handles)

% inicializace promennych

switch get (handles.pmVyber, Value ’);
case 1;

% otevreni souboru zvoleneho uzivatelem

if ischar(celacesta) && exist(celacesta ,’file ') = 2;
informace_o_souboru = dir(celacesta);
velikost_souboru= informace_o_souboru.bytes;
radek = fgetl (fid);
pocet_nukleotidu = velikost_souboru —length (radek);
poc = 1;
sek = char(zeros(1,pocet_nukleotidu));
rozmer = length (radek);

% tvorba waitbar

while ischar(radek);

if poc = 1;
Head = radek;
pocind = 1;

else

sek (1,pocind:rozmer+pocind —1) = radek;

pocind = pocind + rozmer;
end
radek = fgetl (fid);
rozmer = length (radek);

poc = poc + 1;
% tvorba waitbar

end
fclose (fid );
else

warndlg (' Nebyl vybran soubor!’);

end
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delka = sum(sek=="A"| sek=="C"| sek=="G’ | sek =="T");
Wsek = char(zeros(1,delka));

prom = 1;
% tvorba waitbar

for n = 1:delka;
if sek(n)=="A"||sek(n)=="C’"||sek(n)=="G’||sek(n)=="T";

Wsek (prom) = sek(n);

prom = prom +1;

% tvorba waitbar
end

end

Seq = Wsek;
Seqcisla = zeros(1,delka);

% tvorba waitbar

for i =1 : delka;
% prevedeni pismen oznacujich nukleotidy na cisla

% tvorba waitbar

end

% tvorba waitbar
set (handles.tDelka, ’String ",
sprintf (’Delka sekvence: %d nt’, delka));

case 2
Head = ’"Nahoda’;
set (handles.lbSoubor, ’String’, Head);

end

47



function pbVytvor_Callback (™, 7, handles)
pocetnt = get(handles.eDelka,’ String ’);

% inicializace promennych

if isempty(delka) = 0
% tvorba waitbar
nahoda = rand(1,delka);
Seqcisla = zeros(1,delka);

for ind = 1:delka
if nahoda(ind) < 0.3

Seqcisla (ind) = 1;
elseif mnahoda(ind) < 0.6
Seqcisla (ind) = 4;
elseif mnahoda(ind) < 0.8
Seqcisla (ind) = 2;

else
Seqcisla(ind) = 3;

end

% tvorba waitbar
end

Seq=char (zeros (1,delka));

for i =1 : delka;

% prevedeni pismen oznacujich nukleotidy na cisla
% tvorba waitbar
end

% tvorba waitbar
set (handles.tDelka ,’ String ’,
sprintf (’Delka sekvence: %d nt’, delka));

% vytvoreni a ulozeni promenne do formatu FASTA
else

warndlg (' Zadejte delku sekvence!’);
end
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function pbNalez_Callback (™, ~, handles)

% inicializace promennych

for i = 1:delka;
if (zacatek==0 && (Seqcisla(i)==1]||Seqcisla(i)==3

~—
~—

zacatek = i;

elseif (zacatek™=0 && (Seqcisla(i)==2]||Seqcisla(i)==4));
konec =i — 1;
pomoc = konec — zacatek + 1;

if pomoc > 10;

vektorzac = [vektorzac zacatek |;
vektorkon = [vektorkon komnec];
vektordel = [vektordel pomoc];
end
zacatek = 0;
end
end
if isempty(vektorzac) =— 0
usekpo = [];

usekpo (1) = vektorzac(1);

usekpo (2) = vektorkon (1);

set (handles.tNasledujici ,’ String ’, sprintf(% vypis));
else

warndlg (' Nebyly nalezeny zadne useky!’);

zadny_usek = 1;

end

function pbHist_Callback (™, 7, handles)

% inicializace promennych

if zadny_usek = 0
axes (handles.axesl);
for il = 1:celkem;
if vektordel(il) > 9 && vektordel(il) < 20;
d_deset = d_deset + 1;
elseif vektordel(il) > 19 && vektordel(il) < 30;
d_dvacet = d_dvacet + 1;
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elseif vektordel(il) > 29;
d_tricet = d_tricet + 1;

end
end
clear il;
x = 10:10:30;
y = [d_deset/celkem d_dvacet/celkem d_tricet/celkem |;
bar (x,y);
% popis grafu
set (handles.t10,’ String ', sprintf(% vypis));
set (handles.t20,’ String ', sprintf(% vypis));
set (handles.t30,’ String ', sprintf(% vypis));

else

warndlg (' Nebyly nalezeny zadne useky!’);

end

function pbUloz_Callback (™, 7, handles)

global vektordel vektorzac vektorkon celkem Nazev
[nazevsouboru, cesta] = uiputfile ('*.txt’, ’'Ulozte soubor ’);
Nazev = nazevsouboru;

set (handles.lbUlozene, ’String’, Nazev);
data = {’Zacatek_useku’ ’'Konec_useku’ ’Delka_useku ’};

for i2 = 1l:celkem;
data{i2+1,1} = vektorzac(i2);
data{i2+1,2} = vektorkon(i2);
data{i2+1,3} = vektordel(i2);

end
[radku,”]= size(data);
fid = fopen(nazevsouboru, ’'w’);

fprintf (fid , "%s %s %s \n’, data{l,:});

for radek = 2:radku;

fprintf (fid , "%d %d %d \n’, data{radek ,:});
end
fclose (fid );
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function sPosun_Callback(hObject, ~, handles)
% inicializace promennych

for i=1:50;

text ((1—1)/5040.25/50,0,Seq(pozice+i —1));
end
if zadny_usek = 0

for k = 1:celkem:;

if vektorzac(k)>=pozice && vektorzac(k)<=(pozice+49);

vektorzacl = [vektorzacl vektorzac(k)];
vektorpozl = [vektorpozl k];
end

end

for i = 1:(length(vektorzacl));
for 1 = vektorzacl(i):vektorzacl (i)
+vektordel (vektorpozl (i))—1;
if l—pozice+1 <= 50;
text ((1—pozice)/50+0.45/50,0,Seq(1),% parametry grafu);
end
end
end

for k = 1:celkem

if vektorkon(k) >= pozice && vektorkon (k) <= (pozice+49);
vektorkonl = [vektorkonl vektorkon (k)]

vektorpoz2 = [vektorpoz2 k];
end

Y

end

for i = 1:(length(vektorkonl));
for 1 = vektorkonl(i):—1:vektorkonl (i)—
vektordel (vektorpoz2 (i))+1;
if l—-pozice +1 > 0;
text ((1—pozice)/50+0.45/50,0,Seq(1),% parametry grafu);
end
end

end
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for 1 = 1:celkem
if vektorzac(l) < pozice && vektorkon(l) > pozice + 49
for i = 1:50
text ((1—1)/50+0.45/50,0,Seq(pozice+i—1),
% parametry grafu);
end
break
end
end
n = 1;
while n < celkem +1 && vektorzac(n) < pozice + 50
n=mn+ 1;

end

if n = celkem+1

set (handles. tNasledujici ,’ String ’, sprintf(% vypis));
else

usekpo (1) = vektorzac(n);

usekpo (2) = vektorkon(n);

set (handles. tNasledujici ,’ String ’, sprintf(% vypis));
end

n = celkem;
while n > 1 && vektorkon(n) > pozice — 1
n=mn-— 1;

end

if n =1

set (handles.tPredchozi,’ String ’,sprintf(% vypis));
else

usekpred (1) = vektorzac(n—1);

usekpred (2) = vektorkon(n—1);

set (handles.tPredchozi,’ String ’,sprintf(% vypis));
end

end

52



function pbPrejdi_Callback (™, eventdata, handles)
global delka usekpo
pozice = usekpo (1);
if pozice > delka — 49;
pozice = delka — 49;
end
set (handles.sPosun,’Value’ , pozice );

sPosun_Callback (handles.sPosun ,eventdata , handles);

function pbPredesly_Callback (™, eventdata, handles)
global usekpred
pozice = usekpred (1);
if pozice < 1;
pozice = 1;
end
set (handles.sPosun,’Value’ , pozice );

sPosun_Callback (handles.sPosun ,eventdata , handles);

function pbml0_Callback(™, eventdata, handles)
pozice = get(handles.sPosun,’ Value’);
pozice = pozice — 10;
if pozice < 1;
pozice = 1;
end
set (handles.sPosun,’Value’ , pozice );

sPosun_Callback (handles.sPosun ,eventdata , handles);

function pbl0_Callback (™, eventdata, handles)
global delka
pozice = get(handles.sPosun,’ Value’);
pozice = pozice + 10;
if pozice > delka — 49;
pozice = delka — 49;
end
set (handles.sPosun,’Value’ , pozice );

sPosun_Callback (handles.sPosun ,eventdata , handles);
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E OBSAH PRILOZENEHO CD

latex/ Adresér se zdrojovymi kddy bakalaiské prace v prelozitelné podobé.
kody/ Adresér se zdrojovymi kédy uvedenymi v textu préce.
logo/ Adresar s logem fakulty.
obrazky/ Adresar s obrazky pouzitymi v préci.
pdf/ Adresar se soubory .pdf vlozenymi do prace.
text/ Adresar s texty prace.

matlab/ Adresar se zdrojovymi kédy programu Bakalarka.m.

sekvence/ Adresar s analyzovanymi geny.
useky/ Adresar s nalezenymi tseky obsahujicimi adenin a guanin.
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