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Abstrakt

Diplomova prace ze vénuje vyhledavanim CpG ostravka z DNA sekvenci na zakladé
analyzy DNA spektrogramu. Prvni ¢ast prace, teoretickd, se zabyva vyznamem CpG ost-
ruvku a popisem algoritmi, které se vyuzivaji nebo byly navrzeny k jejich vyhledavani.
Na teoretickych podkladech byly realizovany dva algoritmy zalozené na analyze DNA
spektrogramu. Jeden zaloZzen na pfedpokladu, ze oblast CpG ostrivku ma vyssi obsah
cytosinu a guaninu neZ oblast mimo CpG ostruvek, a druhy na pifedpokladu vyssiho frek-
ven¢niho vyskytu CG dinukleotidu v oblasti CpG ostrivku. Algoritmy jsou realizovany
prostfednictvim programovaciho rozhrani MATLAB. Za ucelem zhodnoceni vyuzitelnosti
a ucinnosti feSeni, jsou dosazené vysledky na zvolenych DNA sekvenci realizovanych
algoritmil porovnany s vysledky dosaZenych vyhledavaci CpG ostrivku, které jsou volné

dostupné na internetu.

Kli¢ova slova

CpG, CpG ostriivek, DNA spektrogram.

Abstract

This thesis focuses on searching for CpG islands of DNA sequences based on anal y-
sis of DNA spectrograms. The first part is theoretical and deals with the significance CpG
island, and a description of the algorithms that are used or have been proposed for their
search. The theoretical basis were implemented two algorithms based on the analysis of
DNA spectrogram. One is based on the assumption that the region CpG islands has a
higher content of guanine and cytosine than the region outside the CpG island and the
other on the assumption of a higher frequency of occurrence of CG dinucleotides in the
CpG island. The algorithms are implemented through MATLAB programming interface.
For evaluation usefulness and effectiveness of solutions, results achieved on the selected
DNA sequences implemented algorithms are compared with the results achieved by search

engines CpG islands, which are freely available on the internet.
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Uvod

DNA je nositelkou genetické informace, vV bioinformatickych datech je reprezen-
tovana Ctyimi pismeny A, C, G a T o razné délce a rizné kombinaci, v zavislosti na
daném organismu. Pismena piedstavuji jednotlivé nukleotidy. V sekvenci DNA jsou
urcité useky majici specificky ucel ¢i vlastnosti, napt. exony, introny ale i CpG ostrav-
Ky, coz jsou oblasti s vy$§im vyskytem CG dinukleotidd, tedy CpG. CpG ostravek je
vyznacény tim, Ze je soucasti nékterych promotorti genti a jeho schopnosti omezit expre-
si genu vlivem fizené methylace. Ale pokud je ostrivek methylovan navzdory fizené
methylaci (napf. vlivem karcinogeneze), muze dojit k utlumu exprese dilezitého genu a
k rozvoji rakoviny [2]. Analyzou DNA sekvence se vénuje védni disciplina bioinforma-
tika a vzhledem k souc¢asnému trendu poklesu ceny za ptreéteni genomu, se tak stava
velmi dulezitou oblasti, kterd ma stale vysoky potencial i do budoucnosti. V této praci

je analyza DNA sekvence vyuzita za ucelem lokalizace pozic CpG ostravku.

Tato prace je rozd¢lena na tii hlavni kapitoly. Prvni kapitola se zabyva CpG ost-
ruvky z pohledu vyznamu, ucelu vyhledavani a pfedstavenim algoritmt metod, které
byly pro jejich vyhledavani realizovany ¢i predstaveny. Piestoze bylo navrzeno mnoho
metod s riznym pfistupem pro vyhledavani CpG ostruvkd, je stale zapotiebi vyvijet
nové piistupy hledani CpG ostruvkd ¢i hledat inovativni feseni, aby bylo dosazeno
ziskani co nejptesnéjsich vysledkti. Ve druhé kapitole je popis algoritmi CpGI a Cp-
GI2, které jsou soucasti praktické Casti prace, realizace metody vyhledavani CpG ost-
ravkd. Jsou tedy vytvotfeny dva pristupy uréené k vyhledavani CpG ostruvka. Realizace
metod je zaloZena na analyze DNA spektrogramu. DNA spektrogram ma podobu dvoj-
rozmérného barevného obrazu a je uziteCnym nastrojem ke zviditelnéni repeti¢nich
vzort v DNA sekvenci [4]. Algoritmus CpGl analyzuje DNA spektrogram na piedpo-
kladu, Ze CpG ostrivek ma vyssi zastoupeni C a G oproti oblastem mimo ostrivek.
Druhy algoritmus CpGI2 realizuje a analyzuje DNA spektrogram na zakladé faktu, ze
CpG ostrivek je tvofen CpG s vySSim frekvencnim zastoupenim neZz oblasti mimo
ostrivek. Dosazené vysledky navrzenych metod na testovacich DNA sekvencich jsou
ve tfeti kapitole porovnany s vysledky osmi vyhledavaci, které jsou volné dostupné na

internetu.



1. Metody a vyznam vyhledavani CpG

ostruvku v DNA sekvenci

CpG je v podstaté dinukleotid CG a zafazenim pismena ,,p“odliSen od parovaného
CG a je zkratkou C — fosfat — G. Oblasti v genomu, které maji vyssi zastoupeni téchto
CpG se oznacuje jako CpG ostriivek. Ty byvaji ¢asto pfidruzené v mistech vyskytu (az
u 70%) promotora lidskych gent. Promotor je isek DNA sekvence obvykle umistén
pted konkrétnim genem a hraje dalezitou roli v transkripénim aparatu (viz. Obr. 1). Je
to tedy vyznamné misto v DNA obsahujici informaci o zac¢atku transkripce, vaze se zde
molekula RNA polymeraza, ktera slouzi k piepisu DNA sekvence do fetézce RNA [8].
Vyhledani CpG ostravkt v DNA sekvenci za tcelem predikce vyskytu promotoru a
tedy i poc¢atku genu v DNA muze byt vhodnou alternativou K algoritmim vyuZzivajici

rozpoznavani funkéni sekvence napt. TATA box. [9]

pocatek gen konec
/ A 4
- %mm@f@»-%ﬂw_ 3" :I DNA
« T . 5
promotor terminator

templéatovy feté&zec

RNA-polymeraza zacatek
syntézy RNA

Obr. 1: Struktura genu v molekule DNA béhem transkripce. CpG ostriivek pridruzeny

k promotoru mize slouzit k predikci lokality genu. Prevzato z [8].

Pro CpG ostruvky je vyznamna modifikace cytosinu procesem methylace. Methy-
laci dochazi ke zméné€ chemické struktury cytosinu na 5 — methylcytosin a nejcastéji se
nachazi na cytosinu v CpG (podrobnéji viz Obr. 2). Potom CpG ostruvek jenz je bohaty
na vyskyt CpG je lehce podléhajici methylaci, avSak zde dochazi k fizené methylaci.
Bylo prokazano, Ze methylace na cytosinu u CpG se vyskytuji v inaktivnich genech a
tlumi tak expresi konkrétniho genu (viz. Obr. 3). Methylace na CpG ostrivku neumozni
transkripénim proteiniim nasednout na specifické misto v DNA Kk zahajeni transkripce

nebo transkripce neni umoznéna proteiny MBP (methyl-CpG binding proteins), které se
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na methylované misto DNA sekvence navazou. CpG ostrivek také v mistech promoto-

ru genu zastava dulezitou roli v procesech jako je inaktivace na X-chromozomu. [3]
[10], [11]

NH, SAM-CH; SAM NH,

Y

O~ 'N
H
DNMT
Cytosine 5-Methylcytosine

Obr. 2: Proces premeny cytosinu na 5-methylcytosin pomoci enzymu methyltransferazy
(DNMT), ktera zprostiedkovava prenos methylové skupiny CH3 z S-adenosylmethionin
(SAM) do polohy patého uhliku cytosinu. Prevzato z [10].

Avsak pokud dojde k nefizené methylaci CpG ostrivku vlivem karcinogeneze,
muze dojit napt. K zamezeni exprese tumor supresorového genu a nasledné K rozvoji
rakoviny. Také bylo prokazano, ze mohou mit vliv i methylace CpG ostrivku lokalizo-
vanych mimo promotor genu, vzdalenych az 2 kbp tzv. ,,CpG island shores”. [13]

Na jinych mistech lokalizované CpG ostrivky, napf. v mistech exonu je biologicka
funkce neznama. [2]

O Hemethylovan
O Methylovan

I_) Exprese genu

Gen

H

I+) Exprese genu potlatena
Gen —

——1CpG ostrivek]———————

Obr. 3: Methylace na CpG ostriivku a jeji vliv na expresi genu.



Dosavadni znalosti o CpG ostrivku jsou dostacujici motivaci vyvijet riizné pti-
stupy vyhledavani. V soucasné dobé existuje n¢kolik riznych algoritmi pro vyhleda-
vani CpG ostravki, které Ize shrnout do n¢kolika skupin. Skupina kriterialnich metod
hodnoti parametry CpG ostruvku nejcastéji pomoci plovouciho okna. Parametry jsou
délka CpG ostruvku, procentudlni obsah cytosinu a guaninu pomér ziskané a o¢ekavané

hodnoty vyskytu CpG (Obscpc/EXpcps), pro ktery plati nasledujici vztah:

Pocet CpG
Pocet C - PoCet G

Obscpe/Expepe = (2.1)

kde N vyjadiuje celkovou délku zkoumaného tseku v sekvenci DNA. [1]

Dalsi metody vyhledavani CpG ostravkad jsou algoritmy, které se zabyvaji statis-
tickymi vlastnostmi, vyuzivajici statistického stavového modelu ¢i metody hledani
nejpravdépodobnéjsi cesty. Dalsi piistupy vyhledavani CpG ostrivku je metoda zalo-
zend na analyze DNA spektrogramu nebo metoda zaloZend na optimalizac¢nich algorit-

mech.

Cilem algoritmi vyhledavajici CpG ostrivky je lokalizace vSech ostravki
v analyzované sekvenci, urceni pozic zacatku a konce a pokrocilé metody kategorizuji

nalezené CpG ostruvky do specifickych skupin.

1.1. Definice CpG ostrivku Gardiner-Gardena a Frommera

Metoda urc¢eni CpG ostruvku byla navrzena Gardiner-Gardenem a Frommerem,
V podstaté se také jednd o vSeobecné pfijimanou definici CpG ostrivku. Aby byla
urcita oblast prohlasena za CpG ostrivek musi spliiovat nékolik kritérii. CpG ostravek
je definovan o minimalni délce 200 bp, musi obsahovat C+G vice jak 50 % a pomér
ziskané a o¢ekavané hodnoty vyskytu CpG (Obscpe/EXpcpc) musi byt vEétsi nebo roven

hodnoté 0,6. [1]

Nedostatkem této definice CpG ostrivku je, Ze miZe dojit k problému rozliSeni
mezi CpG ostrivkem a Alu elementem. Na tento problém poukazuji autofi v ¢lanku
[2], kde jako ptiklad uvadéji Alu repetice v lidském genomu, dlouhé ptiblizné 280 bp.
Pti¢emz nékteré z nich mohou spliovat kritéria pro ur¢eni CpG ostrivku. Tedy procen-

tueln¢ vysoky obsah C+G a pomér Obscpe/EXpcpe.
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Na zéakladé téchto kriterii urceni CpG ostrivku bylo navrzeno spousta algoritm,
obvykle vyuzivaji plovouciho okna podél analyzované sekvence, naptiklad na internetu

dostupna aplikace Cpgplot [19].

1.2. Modifikované kritéria Gardiner-Gardena a Frommera

Autofi Takai a Jones v ¢lanku [2] popisuji metodu hledani a popisu CpG ostruv-
ku, pfi¢emz poukazuji na nevyhody ur¢ovani CpG ostravka metody autort v ¢lanku [1]
a metodu optimalizuji k dosazeni lepSich vysledki, pfedev§im k eliminaci falesné
pozitivni detekce CpG ostravki. Uéelem modifikace Gardiner-Gardena a Frommerova
kritéria jejich metodou ma vyloucit Alu repetice a mnoho CpG ostravku, které nejsou
umistény v promotorech genii. CpG ostrivek musi splitovat délku rovnu nebo vétsi nez
500 bp, a dale musi obsahovat C+G vice jak 55 % a hodnota Obscpe/EXpcpc musi byt
vétsi nebo rovna hodnoté 0,65. K analyze pouzili kompletni genomové sekvence chro-
mozomi 21 a 22 c¢loveka. Realizovany algoritmus vyhledavace je voln¢ dostupny na

internetu s nazvem CpGIS.

Algoritmus je realizovan v né€kolika krocich, plovouci okno pro délku 200 bp se
posouva po sekvenci vzdy pii kroku 1 bp dokud oblast nespliiuje dané podminky defi-
nice CpG ostruvku (%CG a Obscye/EXpcps). Kdyz jsou tyto podminky splnény, hodno-
ti se nasledujicich 200 bp, kdyz i tato oblast spliiuje dané podminky (pfifadi se
k pivodnimu oknu), krok se opakuje, dokud podminky splnény nejsou. V tomto pfipa-
d¢ se plovouci okno posouva smérem k 5° konci dokud okno nesplni dana kritéria.
Soucasnym vysledkem je tedy oblast sekvence zacinajici na pozici prvniho okna a
koncici na pozici konce posledniho okna. Pro tento cely usek jsou posouzeny podminky
(%CG a Obscpe/EXpcpe), a pokud nejsou splnény, je Gsek upraven postupnym kracenim
zacatku a konce vzdy o 1 bp, az jsou splnény podminky pro CpG ostrivek. Za ptedpo-
kladu, ze jsou dva individualni CpG ostruvky vzajemné vzdaleny 100 bp nebo méng,

potom jsou tyto ostrivky spojeny a hodnoty %CG a Obscpe/EXpcpe piepocitany. [2]

V c¢lanku [2] autofi poukazuji na vyhodu jejich modifikace kritérii, ktera vede ke
zlepSeni kvality lokalizace CpG ostruvku. Jak je vidét na Obr. 4, po upravé kritérii byl
CpG ostrivek lokalizovan bez Alu repetic. Po celkové analyze chromozomu 21 a 22
¢loveka zredukovali celkovy pocet CpG ostruvkt z 14062 na 1001, coz je redlné&jsi

mnozstvi pii pfedpokladanych cca 750 genl na onéch chromozomech.
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CpG ostrivek definovan povodnimi kritérii

%GC=53%,0bsCpG/ExpCpG=0.77 Length=1233

Cp6G ostrivek definovan nowimi kritérii

%GEC=57%, 0bsCpG/ExpCpG=0.84 Length=620

NHP2L1
Exon

Ch.22
CpGIB060

Alu Alu

Obr. 4: Zlepseni lokalizace CpG ostrivku modifikact kriterii. Prevzato z [2].

1.3. CpGProD

CpGProD je algoritmus ur¢eny pro vyhledavani CpG ostrivkl, a k ohodnoceni
ostrivki za ucelem stanoveni pravdépodobnosti, ze jsou lokalizovany prave
v promotorech genu. Metoda je autory popsana v ¢lanku [9] a sestava ze dvou hlavnich
krokd. Prvni krok spoéiva ve vyhledani vSech CpG ostrivku zalozenou na Gardiner-
Gardena a Frommerovy definice (viz kapitola 1.1), tedy Gsek musi obsahovat C+G vice
jak 50 % a Obscpc/EXpcpc musi byt vétsi nebo roven hodnoté 0,6. Avsak autofi upravili
kritérium délky CpG ostriavkt misto 200 bp na 500 bp a ostrivky vzajemné vzdalenych

méné nez 200 bp jsou slouceny.

Ve druhém kroku algoritmu jsou nalezené CpG ostruvky hodnoceny vypoétem
pravdépodobnosti, ze ostrivek je soucasti promotoru. Tato pravdépodobnost je vypoc¢-
tena z délky ostruvku, frekvence vyskytu C+G a z Obscpe/EXpcpe, pomoci vztahu,
ktery byl stanoven na zakladé modelu slozeného z dat se znamymi zacatky ostravkd.

[17]

Ptestoze je metoda urcena piedevsim k lokalizaci oblasti promotoru v DNA sek-
vencich, tak nalezené CpG ostriivky mohou spolehlivé slouzit k porovnani vysledka
S jinymi metodami, napf. autofi metody [16] nebo [18] vyuzivaji metodu CpGProD pro

porovnani vysledkl ziskané jejich metodou.
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1.4. Metoda zalozena na Markovském retézci

Markovsky fetézec je oznaCovan za nejjednodussi typ z Markovskych procest.
Definice tohoto stochastického procesu piedpoklada diskrétni mnozinu hodnot, které
pak odpovida vysledna diskrétni mnozina vysledkl neboli stavii. Pro pravdépodobnosti
prechodu pjj, plati, ze ze stavu i do stavu j dojde v dobé od n do n+1 a tim také prechod

z proménné X, k proménné X,+1. Déale pravdépodobnosti pfechodu musi spliiovat pod-

minky
0< p” = 1, l,] = 0,1,2, (22)
+00
zpij =1, §,j=012,.. (2.3)
i=0

Jednotlivé pravdépodobnostni ptechody jsou reprezentovany matici oznacované jako

pravdépodobnostni matice pfechodu, v obecném tvaru:

Po1 Poz DPo3
p =[P P11 P12

P20 P21 P23 |
kde pro jednotlivé pravdépodobnostni piechody plati dle rovnic (2.2) a (2.3), Ze jsou
vzdy nezaporné a soucet v fadku je roven jedné. [6]

Markovsky fetézec lze uplatnit pfi hledani CpG ostrivku, popis metody je uveden
v ¢lanku [5]. Jednotlivé stavy jsou reprezentovany pozici baze A, C, G nebo T a dale

musi byt stanoveny pravdépodobnostni pfechody ze stavu i do stavu j.

Obr. 5 graficky reprezentuje strukturu onoho Markovského fetézce a také znazoriuje

jednotlivé pravdépodobnostni pfechody pomoci Sipek.
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Obr. 5: Graficka struktura Markovského retézce pro vSechny mozné prechody.

Nejprve je zapotfebi urCit parametry Markovského fetézce, tedy pravdépodob-
nostni pfechody. Mohou nastat dva rizné pravdépodobnostni stavy pii prechodu od
puvodni baze k aktudlni. Jednim je pravdépodobnost, Ze CpG ostrivek je a pravdépo-
dobnost, ze CpG ostrivek neni, pfitom je o¢ekdvana vysoka pravdépodobnost vyskytu
ostruvku mezi stavy C a G. Tedy, je zapotiebi mit dvé pravdépodobnostni matice pre-

chodt. Na Obr. 6 je uveden ptiklad matice v konkrétnich hodnotach.

A C G T A C G T
0.18 0.27 0.43 0.12 0.30 0.20 0.29 0.21
0.17 0.37 0.27 0.19 P = 0.32 0.30 0.08 0.30
0.16 0.34 037 0.13 0.25 0.25 0.29 0.21
0.08 0.36 0.38 0.18 0.18 024 0.29 0.29

g
_+.
Il
HOQOQ
NQOQ

Obr. 6: Mozné hodnoty pravdépodobnostnich matic prechodii, prevzato z [5].

Mame-li libovolny tsek sekvence X o délce n, je spocitana p(X) pro kazdy fetézec, tedy

p(x|+) a p(x|-), pak pomoci vypoctu poméru Sanci vztahem

+
P(xl ) Z log px Pxixiyq (2.4)
B pGl - 7 Prixins
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p(x|+)
p(x|-)

je urc¢ena hodnota, ktera kdyz splni podminku log > 0, je usek X prohlasen za

CpG ostravek v opacném piipade dany tsek neni CpG ostrivkem.

Vyhledanim CpG ostrivki na zakladé Markovskych modeld se zabyvaji autofi
¢lanku [12], vyuzivaji modely druhého a tietiho fadu a také variabilniho fadu, které
jsou zalozeny na pravdépodobnostnim ,,suffix tree*. Pficemz pfi rizném fadu Markov-
ského fetézce dosahli riizné presnosti identifikace CpG ostravki. Obecné vysSe popsana
metoda urcuje, zda zkoumany usek je anebo neni CpG ostrivek, je tedy zapotiebi (0ob-
dobné jako u kriteridlnich metod) zvolit okno podél sekvence, které¢ definuje zkouma-
nou oblast a pro tuto oblast je vzdy nutné vypoctem urcit zda usek je CpG ostrivek.
Okno muze byt délky 100 [5] a nasledné jsou pospojovana mista sekvenci spliujici
podminky kladné hodnoty poméru Sanci. Tuto nevyhodu lze vyiesit propojenim obou
fetézct do jednoho modelu, vyuzitim skrytych Markovskych modeli a hledani nejprav-

dépodobné;jsi cesty Viterbiho algoritmem.

1.5. Skryty Markovsky model

Skryty Markovsky model ozna¢ovany zkratkou HMM (Hidden Markov Model) je
pravdépodobnostni stavovy model, ktery 1ze vyuzit k hledani CpG ostravkl. Pro néz je

definovan jako

HMM = (Z,Q,P,e), (2.5)

kde 2= {A,G,C, T}, Q vyjadfuje mnozinu stavu, tedy Q={A+,G+,C+ T+ A-,G-,C-T-},
symbol ,,+“ reprezentuje stavy CpG ostrivku a symbol ,,- stavy mimo oblast CpG
ostrivku, potom pro kazdy nukleotid jsou dva stavy. Dale P je pravdépodobnostni
matice pfechodti mezi jednotlivymi stavy a ex(b) je emisni pravdépodobnost pro kazdé
keQ a be’X. Tento HMM je vlastné slou¢en z Markovskych fetézci uvedenych
v ptedchozi kapitole do jednoho modelu s nizkou pravdépodobnosti ptechodu mezi
fetézci. [5],[14]

Pro rozliseni mezi posloupnosti stavii a posloupnosti pismenné abecedy X je po-
sloupnost stavli nazvana cestou, oznacena x a je skryta. Je tedy zkoumana posloupnost
X, kde jsou jednotlivé symboly emitovany ze stavu s urcitou emisni pravdépodobnosti.

Pak plati vztah
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ex(b) = P(x; = blm; = k), (2.6)

kde i € (1,2 ...L) a vyjadfuje, Ze pravé symbol b z posloupnosti x je ve stavu k. Snahou
je ziskat z posloupnosti symboll posloupnost stavii, tedy cesty, ve které jsou casti
sekvence klasifikovany jako CpG ostrivek a nazyva se dekddovani, to je pak feSeno
s cilem najit nejvice pravdépodobnéjsi cestu, kterou lze feSit napi. algoritmem dyna-

mického programovani. [14]

Praktickd realizace metody vyhledavani CpG ostravki na zakladé HMM je po-
psana v ¢lanku [15]. Autofi poukazuji na vyhody metody oproti klasickym kriterialnim
metodam, které maji nizsi presnost detekce zptisobenou opakujicimi elementy. Metodu
HMM spojili s Baum-Welch algoritmem, ktery je pouzivan k odhadu neznamych para-

metrd, a pro hledani nejpravdépodobnéjsi cesty pouzili Viterbiho algoritmu.

1.6. Vyhledavani Viterbiho algoritmem

Viterbi algoritmus (navrhl jej Andrew Viterbi) je fazen mezi dynamické progra-
movani, které fesi problémy rozkladem na podproblémy. Algoritmus vyuziva skrytych
Markovskych modelt. V ptipadé¢ algoritmu pro vyhledavani CpG ostrivku pak vyuziva
dva stavy, stav H oznacujici vysoky obsah paru CG (CpG) a naopak stav L oznacujici
nizky obsah CpG. Na Obr. 7 je pravdépodobnostni model skrytého Markovského mo-
delu jako praktickou ukazkou. Hodnoty pravdépodobnosti jsou piepoéteny pomoci
logaritmu logz(p) za tcelem snadné&js$iho vypoctu, malé hodnoty pravdépodobnosti jsou

nepraktické, pocita se s nimi obtizné&ji a také nasobeni piechazi na s¢itani. [5], [6]

Start
H 1 L
y A 2322 | ——> [A -1.737 0,737
C 1737 | ¥———— |cCc -2322 '
G -1.737 -1.322 G -2.322
T -2.322 T -1.737

Obr. 7: Pravdépodobnostni model skrytého Markovského modelu, pricemz hodnoty

pravdeépodobnosti jsou prepocteny pomoci logaritmu log,(p).
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Zakladni rovnice pro vypocet jednotlivych stavil je ve tvaru:

pi(i,x) = e, (i) - max[p, (j,x — ) * pril, (2.7)

kde | je stav, ktery je pocitan (H nebo L), €(i) vyjadifuje pravdépodobnost elementu i

ve stavu | a k nabyva jednotlivé vSech hodnot stavii. Protoze mame dva stavy, bude
maximum vybirano z dvou hodnot. Jak z uvedené rovnice vyplyva, algoritmus postup-
né pocitd hodnoty pravdépodobnosti pro kazdy ze stavii a urcuji tak, zda konkrétni
nukleotid na dané pozici je soucasti anebo neni soucasti CpG ostrivku. Tam, kde je
nalezena vys$i mira pravdépodobnosti, je potom nalezici stav soucasti nejpravdépo-

dobngjsi cesty. Ta je potom hledéna tzv. zpétnym trasovanim.

1.7. CpGcluster

CpGecluster je ndzev metody algoritmu vyhledavani CpG ostriivkil, zaloZenou na
fyzické vzdalenosti mezi sousednimi CpG. Metodu navrhli autofi ¢lanku [16] a ziskané
vysledky porovnali s jinymi bézné¢ pouzivanymi vyhledavaci ostrivka. Jako predni
vyhodu této metody autoii poukazuji na nizky piekryv mezi CpG ostrivky a Alu retro-
transpozomy, vysokou pfesnost a specificitu a také nizkou mirou faleSn¢ pozitivnich
predikci oproti jinym metodam. Jako dalsi pfednosti metody uvadi lepsi odliseni CpG
ostrivkd promotoru od zbylych ostrivki, déale rychlost vypoctu diky operaci s celymi

Cisly a také, ze kazda lokalizace CpG ostrivku zacina a kon¢i CpG dinukleotidem.

Algoritmus metody CpGcluster sestava ze dvou zakladnich krokt, vyhledavani
shluk CpG v sekvenci a ptitazovani p-hodnoty kazdému nalezenému shluku za Géelem

urceni shluku jako CpG ostrivek.

Prvni krok je zaloZen na statistickych vlastnostech fyzické vzdalenosti mezi sou-
sednimi CpG dinukleotidy v sekvenci DNA. Za ptfedpokladu, ze by CpG byly podél
sekvence rozmistény zcela nahodné, pro vzdéalenosti mezi sousednimi CpG by platil

vztah geometrického rozdéleni:

P(d) = (1 -p)*'p, (2.7)
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kde P(d) ptedstavuje pravdépodobnost nalezeni vzdalenosti d mezi sousednimi CpG a p
je pravdépodobnost vsech CpG v sekvenci, ziskana jako pomér mezi vsemi CpG a
celkovym poc¢tem dinukleotidii v sekvenci DNA. Avsak v CpG ostruvku je vy$$i mira
vyskytu CpG, tak tedy maji i krat$i vzdalenosti mezi CpG dinukleotidy. To je také

zasadni pfedpoklad algoritmu této metody.

Algoritmus na zacatku zaznamenava pozici vSech CpG v DNA sekvenci, vytvori
se tak mnozina (Xg,X2...Xn), Kde N je pocet vSech CpG a vypocita fyzickou vzdalenost

mezi sousednimi CpG podle vztahu
di =Xiy1 — X; — 1. (28)

Dale jsou tyto vzdalenosti postupné hodnoceny, a pokud prvni vzdalenost spada pod
predem uréeny prah (odvozeny z distribuce vzdalenosti mezi CpG), stava se prvnim
shlukem. Postupné se tak ptidavaji dalsi CpG, které spliuji vzdalenost spadajici pod
danou mez. Pokud je vzdalenost nasledujiciho CpG vétsi nez stanovend mez, dojde
k ukonc¢eni prvniho shluku. Timto zptsobem jsou postupné hodnoceny vSechny vzdale-

nosti a jsou nalezeny vSechny shluky.

Pro nalezené shluky je v dalsim kroku pftitazeni p-hodnoty, tedy pravdépodobnos-
ti, Ze se shluk objevi v nahodné sekvenci. Pouze ty shluky, které jsou dostate¢né statis-
ticky vyznamné, jsou oznaceny za CpG ostrivky, tj. p-hodnota spliiuje hodnotu v da-

nych mezich.

1.8. Analyza DNA spektrogramu

Autofi ¢lanku [4] popisuji metodu hledani CpG ostruvkt na zakladé analyzy
DNA spektrogramu, coz je inovativni zptsob, jak feSit nékteré problematiky
v bioinformatice. Reprezentace DNA sekvence prostiednictvim spektrogramu jako
barevného obrazku umoznuje 1épe analyzovat specifické oblasti nez pti klasické repre-

zentaci znaky. [21]

Na zacatku je samotna realizace DNA spektrogramu, ktera je provedena
v nékolika krocich. Nejprve pfevod DNA sekvence 4D binarni numerické reprezentace,
jejimz vysledkem jsou ctyfi vektory ¢ty nukleotidovych bazi. Tedy pro kazdy vektor

pro urcitou bazi plati, Ze na pozici vyskytu oné baze je ptfifazena hodnota 1, v opacném
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piipadé 0. Frekvenéni spektrum pro DNA sekvenci je ziskano pomoci vypoctu kratko-
dobé Fourierovy transformace (STFT), autofi popisované¢ho algoritmu pouzili velikost
okna 120 pfi posunu o 1 pozici. Pfi skladani spektra jsou jednotlivé DFT hodnoty ma-
povanim pfevedeny do RGB barev a normalizovany. Vysledny DNA spektrogram

useku DNA s vyskytem CpG ostrivku je zobrazen na

Obr. 8. Jiz na prvni pohled je z obrazku mozné odhadem urcit oblast, ktera pred-

stavuje vyskyt CpG ostravku.
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Obr. 8: DNA spektrogram pro chr21-9905604-9907958 s vyskytem CpG ostruvku.
Okno STFT: 120, interval posuvu okna: 1. Prevzato z [4].

Samotnou analyzu DNA spektrogramu k hledani CpG ostravku autofi ¢lanku [4]
zalozili na algoritmu zaloZzené¢ho na porovnani dvou DNA spektrogramuti. Jeden repre-
zentujici pouze vyskyt C a G vyjadiené zelenou barvou a druhy ¢erveny spektrogram

reprezentujici vyskyt A a T v sekvenci. Hlavnim piedpokladem pro vyskyt CpG ost-
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rivku je, ze intenzita zelené barvy je vyssi nez Cervené v dané oblasti. Oba spektro-
gramy jsou zvlast’ podrobeny hranovému detektoru, jehoz vystupem je bindrni obraz.
Hrany odpovidaji pixelim, které jsou odliSeny rtiznou intenzitou od sousednich. Pro
vyskyt CpG ostrivku pak plati, ze existuje vice hran v zelené oblasti nez v ¢ervené.
Pixely detekovanych hran jsou v obou piipadech seéteny podél osy x (pozice STFT
okna) a osy y (spektralni frekvence). V poslednim kroku se provadi hodnoceni histo-
gramu a podle stanovenych kritérii jsou urceny oblasti CpG. Za CpG ostrivek je ozna-
Cena ta oblast, kterd spliuje, ze rozdil mezi zelenym a Cervenym histogramem (podél
0sY X) je vétsi nez stanoveny prah a soucasné je oblast delsi nez 200 bp. Jsou-li defino-

vané ostrivky vzdaleny od sebe maximélné 100 bp, jsou slouc¢eny do jednoho.

Autofi této metody podle dosazenych vysledkti hodnoti svij algoritmus jako
striktn&js$i oproti definici metody Gardiner-Gardena a Frommera a také i metody Takai
a Jones. Jednim z nedostatkl této metody muze byt, ze definice CpG ostrivku je zalo-
zena na jeho délce a na vyskytu nukleotidi C a G v sekvenci a pfitom neni bran ohled

na podstatu dinukleotidu CpG.

1.9. CpGPAP

Za nejnovéjsi metodu k vyhleddvani CpG ostrivka v DNA sekvencich je v této
kapitole popisujici metody vyhledavani aplikace CpGPAP (zkratka z anglického nazvu
CpG Island Predictor Analysis Platform), ktera byla piedstavena v roce 2012 v ¢lanku
[18]. Aplikace je volné pfistupna na internetu a poskytuje piehledné rozhrani, které
umoziiuje analyzovat DNA sekvence za ucelem predikce CpG ostrivku metodami
autorq, ale také poskytuje jiné vyhledavace jinych autorti (CpGIS, CpGProD a Cpgplot)
za ucelem umoznit uzivateli porovnani dosazenych vysledkt riznymi algoritmy. Autofi
navrhli dva samostatné algoritmy vyhledavani. Jeden CpGPSO zalozeny na optimali-

za¢nim piistupu rojeni ¢astic a druhy CpGGA zalozeny na genetickém algoritmu.

CpGPSO metoda vyuziva k predikci CpG ostrivki optimaliza¢niho algoritmu
Rojeni ¢astic (PSO - Particle Swarm Optimalization). Ktery simuluje chovani ptac¢iho
hejna prohledavajiciho okoli se snahou najit nejvyssi vrchol. O vrcholu hejno nevi,
avSak po kazdém kroku védi, ktery jedinec byl na dosud nejvyssim vrcholu a ostatni se
jej snazi nasledovat. V prvnim kroku je inicializace pocatecnich ¢astic, s pozicemi
zacatku (Fs) a konce (Fe) v DNA sekvenci, tedy useky DNA a pro kazdou ¢&astici je
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urcen vektor rychlosti, ktery pro nasledujici iteraci udava smér pohybu (zméndm pozic
v DNA sekvenci). Ve druhém kroku je hodnocena kvalita pbest kazdé castice. Zakla-
dem hodnoceni je délka a kritéria, kdy CpG ostritvek musi obsahovat C+G vice jak 50
% a pom¢ér ziskané a o¢ekavané hodnoty vyskytu CpG (Obscpe/EXpcpc) musi byt veétsi
nebo roven hodnoté 0,6 a tedy dle kritéria viz [1]. Hodnota nejkvalitngjsi Castice je
oznacena jako gbest a oznacuje jako nejlepsi hodnotu vitbec a méni se v dal$ich itera-
cich za hodnotu pbest, pokud je hodnota gbest horsi nez pbest. Pokud v$ak hodnota
gbest se nezlepsi po péti iteracich, pak nahodné vybrana polovina populace ¢astic je
nahrazena jejich komplementarnimi ¢asticemi. V dal$im kroku je upraven vektor rych-

losti podle vztahu

Vi =w 2 g, < phest - X+ g, <, < (gbest - X - (2.9)

kde c; a c; jsou ucici faktory, které jsou pfedem stanoveny a r; a r, jsou nahodné gene-
rované hodnoty v intervalu <0,1>. Potom jsou upraveny pozice x kazdé castice podle

vztahu

Xindew: Xiodld +Vindew. (210)

Ukon¢eni algoritmu je pfedem stanoveno na poctu iteraci. Vystupni pozice CpG ost-
ravku jsou hodnoty pozic Xjg kazdého jedince v posledni iteraci spliujici podminky

definice CpG ostruvkd.

CpGGA vyuziva k predikci CpG ostriitvklt Geneticky algoritmus (GA), coz je
stochasticky algoritmus, ktery se fadi mezi evolu¢ni vypocetni techniky a je zaloZen na
pfirozeném vybéru, obdobné jako v pfirodni evoluci. Algoritmus CpGGA je zaloZen na
dvojrozmérné funkci, na prvni pozici Fs CpG ostrivku a jeho délky Fj. Na pocatku
dlouhou sekvenci rozdéli na nékolik mensich usekli s ndhodnymi pozicemi zacatki a
délky v rozsahu 200-2000 bp. Zakladem hodnoceni je opét délka a kritéria, kdy CpG
ostrivek musi obsahovat C+G vice jak 50 % a pomér ziskané a ofekavané hodnoty
vyskytu CpG (Obscpe/EXpcpe) musi byt vétsi nebo roven hodnoté 0,6. V algoritmu
nasleduji typické kroky genetického algoritmu jako je kiizeni mezi jedinci, mutace a
turnajovy vybér. Do dalsi generace postupuji pouze dva nejlepsi jedinci, tedy z vybéru
dvou rodicli z minulé generace a dvou jejich potomkl. Pokud se hodnoceni kvality
nezméni po péti krocich, dojde ke zméné hodnot Fs a F| za jejich komplementarni

21



hodnoty. Cely algoritmus je ukonéen na zakladé pfedem stanoveného poctu iteraci,
potom vysledné hodnoty Fs a F; jsou ureny posledni iteraci a urcuji tak pozice vSech
CpG ostravku v analyzované DNA sekvenci, pokud spliuji podminky definice CpG

ostravkd.

Algoritmy CpGPSO a CpGGA jsou doplnény piistupem Reinforcement Learning
(RL), jehoz cilem je zlepsit rychlost uéeni, maximalizovat pozitivni vysledky a nega-

tivni minimalizovat.

Autofi CpGPAP otestovali jejich algoritmy (CpGPSO, CpGGA) a vysledky po-
rovnali s vysledky algoritmi jinych autort (CpGceluster, CpGProd, Cpgplot a CpGIS)
na DNA sekvenci chromozomu 21 a 22 ¢lovéka. Podle dosazenych vysledkli hodnoti,
ze algoritmy CpGPSO a CpGGA dosahuji vys$i sensitivity neZ ostatni porovnavané
algoritmy. Oba algoritmy hodnoti jako vypocetné méné naro¢né nez ostatni porovnava-

né.
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2. Realizace algoritmu vyhledavani CpG

ostruvku

Kapitola se zabyva realizaci algoritmu vyhledavani CpG ostrivku z DNA sek-
venci, na zdklad¢ analyzy DNA spektrogramu V programovacim prostitedi MATLAB.
Byly realizovany dva pfistupy, jeden zaloZzen na ptfedpokladu, ze CpG ostrivek ma
vys$§i zastoupeni obsahu C a G obdobné jak bylo popsano v kapitole 1.8, soubor ke
spusténi tohoto piistupu je soucasti elektronické ptilohy pod nazvem CpGl.m. Druhy
ptistup byl zaloZen na faktu, ze CpG se v ostrivcich vyskytuji s vyssi frekvenci nez na
Castech sekvence DNA bez vyskytu CpG ostruvku. Soubor pro spusténi je
v elektronické ptiloze pod nazvem CpGl2.m. Oba algoritmy lze rozd¢lit na dva zaklad-
ni kroky: konstrukce spektrogramu z DNA sekvence a jeho analyzu s rozhodovacimi
pravidly pro ur¢eni CpG ostruvku. Vstupem obou programu je analyzovana DNA sek-
vence ve formatu FASTA a vystupem jsou pozice zacatkli a konci detekovanych CpG

ostravka.

21.  CpGl

Je nazev metody vyhledavani CpG ostriivkli na zéklad¢é ptedpokladu, CpG ost-
rivek ma vyssi zastoupeni obsahu C a G neZ oblasti sekvence DNA neobsahujici CpG

ostrivek. Blokové schéma algoritmu je uvedeno na Obr. 9.

.| Spektrogram .| Sumace
| proCaG | spekter
Analyzovana .| Konstrukce DNA
DNA sekvence | spektrogramu
.| Spektrogram .| Sumace
"| proAaT | spekter
Porovnani sumovanych Pozice CpG
» spekter, rozhodovaci 1 ostravka
pravidla

Obr. 9: Blokové schéma pro navrzeny vyhledavac CpG ostrivkii CpGl.
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2.1.1. Konstrukce DNA spektrogramu

DNA spektrogram je dvojrozmérnym obrazem, ve kterém soufadnice na ose y 0d-
povida frekvenci a soufadnice na ose X odpovida pozicim zacatku plovouciho okna
v sekvenci DNA. Samotny algoritmus konstrukce je realizovan jako funkce pod na-
zvem spektrogram.m. Realizace spektrogramu je rozdélena na nékolik postupnych
krokt. Blokové schéma algoritmu konstrukce DNA spektrogramu je uveden na Obr.
10. Vysledny spektrogram zavisi na nékolika parametrech, na vybéru délky STFT okna
a jeho prekryv nasledujiciho okna a na zpiisobu mapovani do RGB barev. Volba délky
okna by méla byt volena nékolikrat delsi nez je délka opakujiciho se hledaného vzoru,

ale soucasné by méla byt mensi nez je délka hledané oblasti obsahujici vzor. [4], [21]

Vstup: Analyzova-
na DNA sekvence Posun okna <
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Vystup: DNA
spektrogram

Obr. 10: Blokové schéma konstrukce DNA spektrogramu.

Pirevod DNA sekvence do numerické reprezentace

Analyzovana sekvence DNA ve FASTA formatu je v pismenném tvaru, pro vy-
pocetni operace je nutné sekvenci prevést do Ciselné formu. Pro konstrukci spektro-
gramu je DNA sekvence pfevedena do 4D numerické (bindrni) reprezentace, vysled-
kem jsou Ctyfi vektory ua[n], uc[n], ug[n] a ur[n]. Reprezentuji tak vyskyt urcité baze
v sekvenci, tedy je-1i dana baze na urcité pozici v sekvenci, je na stejné pozici vektoru
hodnota 1. V opac¢ném piipad¢ 0. Naptiklad sekvence ACGTTAC ma tvar v 4D nume-
rické reprezentaci ua,=100010, uc=0100001, uc=0010000 a uy=0001100.
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Vypocet frekvencniho spektra vypoctem DFT

Vypocet diskrétni Fourierovy transformace je pro kazdou bazi, tedy pro kazdy

vektor 4D numerické reprezentace ziskan dle vzorce:

Uclkl = ) uylnle”/ 7™, (3.1)

kde k=0,1,..,|N/2] + 1X = A,C,G nebo T [4]. Vypocet je postupné provadén pro
usek zvoleného plovouciho okna o zvolené $ifce a posuvu okna. V navrzeném algorit-

mu je tento vypocet feSen pomoci funkce fft.m z knihovny funkci MATLABU.
Mapovani DFT hodnot do RBG barev

Ctyfi vektory Ua, Uc, Ug a Ut jsou v tomto kroku redukovany do tii, tedy do
RGB barev podle nasledujiciho ptevodu:

Xr[k] = ar|Ualk]l + t Uz [k]| + cr|Uclk]l + g7 |Uglk]|
Xglk] = aglUalk]l + tg|Urlk]l + cg UK + gglUglk]I
Xplk] = ap|Ualk]l + tp |Ur[K]| + cp|Uc[K]] + g5 1UglK]I. (3.2)

Rovnice (3.2) vyjadiuji vyslednou hodnotu barvy pixelu (X[K], Xq[K], Xp[K]), ktera je
zavisla na velikosti frekvence slozky konkrétnich nukleotidovych bazi. V navrzeném
algoritmu postaci mapovat DFT hodnoty pouze do dvou barev (viz blokové schéma na
Obr. 9: Blokové schéma pro navrzeny vyhledava¢ CpG ostravkia CpGl.), potom rovni-

ce 3.2 ma tvar:
Xy k] = a,|Uslk]| + a, |Ur[K]|
X,[k] = ag|Uc[k]l + ag|Ug[K]|
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Obr. 11: Ziskané spektrum (po normalizaci hodnot pixeli) pro usek DNA délky okna.

Prevzato z [4].

Normalizace hodnot pixela

Pro vykresleni DNA spektrogramu je na zavér zapotiebi hodnoty pixelu normali-
zovat, tak aby hodnoty spadaly do rozsahu 0-1. Timto krokem je ziskano spektrum
DNA tseku, viz Obr. 11. Posuvem okna vznikaji dalsi spektra, ktera pak tvoii sloupce

v kone¢né matici spekter resp. spektrogramu jak je uvedeno na Obr. 12.
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Obr. 12: Postup vzniku spektrogramu z DNA sekvence. Prevzato z [4].



2.1.2. Analyza DNA spektrogramu a rozhodovaci kritéria

Jak bylo uvedeno vyse, mapovani DFT hodnot do RGB je provedeno pouze do
oblasti ¢ervené (A, T) a zelené (C, G), takovy vysledny spektrogram je na Obr. 13, kde

je na prvni pohled ziejma odlisna oblast, ktera reprezentuje vyskyt CpG ostravku.
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Obr. 13: Spektrogram v useku DNA sekvence (chromozomu 21 ¢loveéka,
hs_alt CHM1_1.1 _chr21:25000-30000) s vyskytem CpG ostrivku.

Navrzeny algoritmus vSak pro analyzu vyuziva dva spektrogramy, které jsou zis-
kany selekci vektoru pixelu, tedy (X[K], 0, 0) a (0, Xq[K], 0). Jeden reprezentuje zvy-
raznéni pouze vyskyt nukleotidi C a G (zeleny) a druhy spektrogram vyjadiuje vyskyt
nukleotidi A a T (¢erveny) v analyzované sekvenci, prakticky dojde k zobrazeni Cerve-
né nebo zelené slozky barevného DNA spektrogramu. Tyto spektrogramy jsou zobra-
zeny na Obr. 14 a Obr. 15. Jiz vizualnim pohledem na spektrogramy je zfejma oblast
v analyzované sekvenci, ktera je bohat$i na frekvencni vyskyt nukleotidd C a G, a
soucasné tataz oblast je chudsi na vyskyt A a T. Plati, Ze ¢im je intenzita dané barvy
vys$i, tim je vys$i pfitomnost danych nukleotidli na ur¢itém frekvenénim pasmu. Na
téchto poznatcich mizeme zalozit nasledujici analyzu k lokalizaci CpG ostrivku
v sekvenci DNA.
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Obr. 14: Spektrogram pro nukleotidy C a G v useku DNA sekvence (chromozomu 21
¢loveka, hs_alt CHM1_1.1 chr21:25000-30000) s vyskytem CpG ostrivku.
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Obr. 15: Spektrogram pro nukleotidy A a T v useku DNA sekvence (Chromozomu 21
¢loveka, hs_alt CHM1_ 1.1 chr21:25000-30000) s vyskytem CpG ostrivku.
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Porovnani obou spektrogramu je provedeno tak, ze barevné spektrogramy jsou
podle jednotlivych spekter (podél osy x) sumovana, viz Obr. 16. Jak je z obrazku zfej-
mé, suma hodnot pixeli zeleného spektrogramu V oblasti vyskytu CpG ostrivku je

vy$si nez suma hodnot ¢erveného spektrogramu.
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Obr. 16: Sumovana spektra, zeleného a cerveného spektrogramu DNA sekvence (chro-
mozomu 21 ¢loveka, hs_alt CHM1 1.1 chr21:25000-30000).

Rozhodovaci kritéria a stanoveni CpG ostrivku

Jako vhodny zplsob jak stanovit CpG ze sumovanych spekter je provést rozdil
sumovanych spekter a pouZit pevnou prahovou hodnotu k jeho urceni. Tedy, CpG

ostritvek je stanoven podle nésledujicich kritérii:

a) Rozdil mezi hodnotami zeleného a ¢ervené¢ho sumovaného spektra musi byt vét-
§i neZ predem stanoveny prah. Ukazkova prahova hodnota 0,7 je ¢ervenou Carou

zobrazen na Obr. 17.

b) Za CpG ostrivky jsou potom oznaceny ty, které jsou dels$i nez 200 bp a soucas-
n¢ spliuji kritéria CpG ostruvku (viz 1.1), tedy obsah C+G vyssi nez 50 % a
pomeér ziskané a ocekavané hodnoty vyskytu CpG (O/E) vétsi nez 0,6.

c) Lokalizované ostruvky, které jsou od sebe vzajemné vzdaleny méné nez 100 bp,

jsou slouceny do jednoho CpG ostriavku.
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Obr. 17: Rozdil sumovanych spekter zeleného a cerveného spektrogramu DNA sekven-
ce (chromozomu 21 c¢loveka, hs_alt CHM1 1.1 chr21:25000-30000), stanovend pra-
hova hodnota je oznacena cervenou barvou. Zacatek CpG ostrivek byl v tomto pripade

algoritmem CpGI stanoven na pozici 1134, konec na pozici 3676, tedy o délce 2542 bp.

22. CpGI2

Pod nazvem CpGI2 byl pojmenovan druhy navrzeny algoritmus pro vyhledavani
CpG ostravkl. Tato verze programu je zaloZena na piedpokladu, ze CpG ostrivek ma
vySssi obsah CpG a tedy se v této oblasti vyskytuje s vyssi frekvenci. Oproti predchozi
metodé je tato metoda zjednodusena piredevsim pfi vypoctu DNA spektrogramu, proto-
ze algoritmus CpGI2 realizuje pouze tzv. jednokanalovy DNA spektrogram. Blokové

schéma metody je uvedeno na Obr. 18.

Analyzovana .| Konstrukce DNA .| Sumace .| Rozhodovaci| _|Pozice CpG
DNA sekvence |  |spektrogramu "| spekter "| pravidla " ostrivka

Obr. 18: Blokové schéma pro navrzeny vyhledavac CpG ostrivkit CpGI2.
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2.2.1. Konstrukce DNA spektrogramu

V tomto ptipad¢ je konstrukce DNA spektrogramu obdobna jak bylo uvedeno
v kapitole 2.1.1, s nékolika rozdily. Vstupni DNA sekvence je pfevedena do binarni
numerické reprezentace pouze do jednoho rozméru, tedy do binarni posloupnosti ¢isel
Ucg[n]. Pfevod je uskute¢nén na zakladé vyskytu CG dinukleotidu. Naptiklad pro

sekvenci:
ACGTAATCGCTGAGTGCGACCGTTACGAATGCG,

je potom ucc=011000011000000011001100011000011. Nasleduje vypocet frekvenéni-
ho spektra vypoétem DFT viz rovnice (3.1). Tento vypocet je postupné provadén pro
usek zvoleného plovouciho okna o zvolené Sifce a posuvu plovouciho okna. Protoze
vysledkem je jednokanalovy DNA spektrogram, krok mapovani DFT hodnot do RGB
barev je proveden za tcelem lepsiho vizuadlniho vyjadieni jednotlivych spekter do
zelené barvy. Potom rovnice (3.2) maji tvar: X,.[k] = 0; X, [k] = a4|Ucclk]l; Xp[k] =

0, na zavér jsou hodnoty normalizovany, aby spadaly do rozsahu 0-1.

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
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Obr. 19: Spektrogram metody CpGI2 v useku DNA sekvence (chromozomu 21 ¢lovéka,
hs_alt CHM1_1.1 chr21:25000-30000) s vyskytem CpG ostriuvku. Okno délky 80,

posun okna o 1.
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Samotny algoritmus konstrukce je realizovan jako funkce pod nazvem spektro-
gram2.m. Vysledny spektrogram realizovany metodou CpGI2 je na Obr. 19. Oblast

CpG ostruvku je vice ze spektrogramu odliSitelna nez u metody CpGI, viz Obr. 13.

2.2.2. Analyza DNA spektrogramu a rozhodovaci kritéria

Na Obr. 19 je uveden spektrogram, ktery byl vytvofen z ukazkové DNA sekvence
s oblasti bohatou na CpG. Tato oblast je z obrazku ziejma a cilem algoritmu je co
nejpresnéji vymezit hranice CpG ostrivku. To je provedeno na zakladé sumace hodnot
pixelt jednotlivych spekter, tento zpusob se jevi jako vhodny, nebot’ na aktualni pozici

okna je zkouman frekvencni vyskyt CpG.
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Obr. 20: Sumovana spektra spektrogramu DNA sekvence (chromozomu 21/ ¢lovéka,
hs_alt CHM1_1.1 chr21:25000-30000). Stanovend prahova hodnota je oznacena
cervenou barvou. Zacatek CpG ostriivek byl v tomto pripadé algoritmem CpGI2 stano-

ven na pozici 1207, konec na pozici 3339, tedy o délce 2132 bp.

CpG ostruvky jsou potom stanoveny podle nasledujicich kritérii:

Sumované spektrum musi byt vétsi nez stanoveny prah o hodnoté, ktera je vétsi
nez nasobek pifedem urcené hodnoty k a maximalni hodnoty sumovaného spektrogra-
mu. Aktualni hodnota tohoto prahu je Cervenou carou vyznacena na Obr. 20, kde k =
0,7 . (Nevyhodou volby prahu timto zptisobem miize byt, ze detekce muze byt falesné
pozitivni v ptipadé, kdy v sekvenci neni CpG ostrivek pfitomen. AvSak, jak bylo uve-

deno v kapitole 1, CpG v DNA sekvenci v oblastech mimo CpG ostravek se vyskytuje
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velmi ziidka. Pro dikaz byl otestovan tisek DNA sekvence bez vyskytu CpG ostravku
viz Obr. 21. Nad prahovou hodnotou nalezené CpG ostrivky nejsou dostateéné dlouhé,

aby byly oznaéeny za ostravek).

a) Za CpG ostruvky jsou potom oznaceny ty, které jsou delsi nez 200 bp a soucas-
n¢ spliuji kritéria CpG ostruvku (viz 1.1), tedy obsah C+G vyssi nez 50 % a
pomér ziskané a ocekavané hodnoty vyskytu CpG (O/E) vétsi nez 0,6. Tyto

hodnoty je mozné podle pozadavki pted analyzou nastavit.

b) Lokalizované ostrivky, které jsou od sebe vzajemné vzdaleny méné nez 100 bp,

jsou slouceny do jednoho CpG ostriivku.
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Obr. 21: Usek DNA sekvence bez pritomnosti CpG ostrivku (chromozomu 21 ¢lovéka,
hs_alt CHM1_1.1 chr21:40000-50000). Metodou CpGI2 spravné ostriivky nenalezeny

2.3. Vliv volby délky STFT okna na vysledny spektrogram

Jak bylo uvedeno jiz dfive, vysledny spektrogram zéavisi na né€kolika parametrech,
na vybéru délky STFT okna a jeho posun a na zpusobu pievodu do RGB barev. Pro
DNA spektrogram dale plati, ze volba délky okna by méla byt nékolikrat delsi nez je
délka opakujiciho se hledaného vzoru, kterym je napt. CpG, pfitom by okno mélo byt

mensi nez je délka hledané oblasti obsahujici vzor, tedy CpG ostruvek[4].

Obecné pro spektrogram plati, ze je zapotiebi volit délku okna tak, aby byl zvolen

kompromis. Protoze pokud bude STFT okno pf#ilis dlouhé, sice bude dosazeno vysoké-
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ho frekvenéniho rozliSeni, ale ¢asové rozliSeni bude nizké. Pokud je vSak zvoleno okno

prilis kratké, casové rozliseni spektrogramu je potom vysoké avsak frekvencéni rozliseni

bude nizké. Porovnani spektrogramu s extrémni volbou STFT okna je na Obr. 22.
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Obr. 22: Porovndni DNA spektrogramii pri extrémné zvolenych STFT oken. Vpravo
okno o délce 350, vievo o délcel0. Usek DNA sekvence (chromozomu 21 ¢lovéka,
hs_alt CHM1_1.1 chr21:25000-30000) s vyskytem CpG ostrivku.

2.4. Optimalizace vstupnich parametri CpGI a CpGI2

Dosahovani vysledkti detekce CpG ostrivku u navrzenych algoritmii zalezi na
zvolenych stupnich hodnotach. Tyto hodnoty byly na zaklad¢ testovani optimalizovany
za Ucelem ziskani co nejlepsich a soucasné spolehlivych vysledk, a tedy jsou jiz pied-
nastaveny v programovém kodu, avSak uZivatel jak programu CpGI a CpGI2 muzZe tyto

hodnoty v uréitych mezich libovolné ménit.

Tab. 1: Optimalizované vstupni hodnoty algoritmi CpGI a CpGI2

CpGl CpGl2
Minimalni obsah CG 0,5 0,5
Min. hodnota O/E 0,65 0,65
Velikost okna 120 60
Posun okna 20 20
Prahova hodnota 0,81 0,50
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3. Hodnoceni dosazenych vysledkii

Algoritmy popsané v piedchozi kapitole byly doposud otestovany pouze na ukaz-
kové sekvenci DNA k vysvétleni principu metod. Jednim z cila této prace je navrzené
feseni metody vyhledavani CpG ostrivku otestovat a na zaklad¢ dosazenych vysledki
z voln¢é dostupnych vyhledavaci na internetu porovnat a posoudit vyuzitelnost navrze-

ného feseni.

Aby bylo mozné dostatecné¢ kvantitativné hodnotit dosazené vysledky, bylo by
zapotiebi testovat DNA sekvenci alespon o délce nékolik miliont bp, napiiklad
v ¢lanku [18] pfii testovani pouzili databazi chromosomu 22 o délce téméf 50 Mbp.
Takovy objem dat je pro algoritmy CpGl i CpGI2 piili§ vypocetné naro¢ny a zdlouha-
vy, pfedev§im pro samotnou konstrukci DNA spektrogramu. Hodnoceni je tedy prove-
deno na kratSich DNA sekvencich kvalitativné. Jsou zkoumany hodnoty pozic zacatku
a konct CpG ostrivkd, délky, obsah C+G v % a pomér ziskané a ocekavané hodnoty
vyskytu CpG (Obscpc/EXpcps) zkr. O/E.

3.1. Vyhledavace dostupné na internetu

Dostupné vyhledavace CpG ostriivkll na internetu jsou nejcasté€ji zalozeny na de-
finici CpG ostruvku Gardiner-Gardena a Frommera ale podminky definice je mozné na
vstupu vyhledavace upravit dle vlastni volby, pro ziskani vysledkti budou vzdy pone-

chany vstupni hodnoty, které jsou jiz prednastaveny.

Cpgplot

Je aplikace k vyhledavani CpG ostruvkt v DNA sekvencich volné dostupna na in-
ternetu. Metoda je zaloZena na kriteridlnich parametrech a plovoucim oknu podél ana-
lyzované sekvence uvedenych v kap. 1.1. Vystupem je grafické vyjadieni hodnot
zkoumanych hodnot O/E, obsah CG a pozice lokalizovanych CpG ostrivka (ostrivky
také numericky). [22]
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cpgisland

Je algoritmus zalozeny na obdobnych parametrech jako aplikace Cpgplot. Avsak
neni dostupna on-line na internetu, ale je soucdsti knihovny funkci programu

MATLAB. Graficky vystup je také obdobny. [20]
CpGFinder (CpGF)

Voln¢ ptistupna aplikace pro uréeni CpG ostrivku zkoumajici parametry, viz vy-
Se. Aplikace neumoznuje grafické vyjadieni, pouze seznam nalezenych CpG ostravki

S popisem jejich parametri. Dostupnost aplikace je v odkaze [23].
CpG island Finder (CpGIF)

M4 omezenég volitelné vstupni parametry, pouze nastaveni minimalni hodnot O/E
a minimalni délky. Nelze ptrednastavit minimalni obsah CG. V priibéhu testovani bylo
odhaleno n¢kolik nedostatkl této aplikace. Pti rtizné volbé minimalni délky CpG ost-
ravku byly dosazené vysledky pozic CpG ostrivku odlisné. Prestoze je volitelnym
parametrem hodnota O/E, nalezené CpG ostrivky tuto hodnotu nerespektuji. Vyhodou
je ptehlednd graficka uprava vystupu a jako jediny vyhledavac¢ zobrazuje sekvenci

lokalizovanych ostravki.
CpGIS

Je algoritmus popsany v kap. 1.2 a realizovana autory ¢lanku [2]. Vzhledem
k omezené dostupnosti aplikace na internetu, bylo pro testovani pouzita verze progra-
mu obsluhovana v ptikazovém fadku. Bézné je dostupnost aplikace on-line na internetu

viz [25].
CpGProd

Vyhledava¢ CpG ostrivki s cilem lokalizovat promotory genii. Metoda byla po-
psana v kap. 1.3 a ptedstavena autory v ¢lanku [9]. Vstupni parametry jsou volba orga-
nismu analyzované sekvence mezi ¢lovékem a mys$i. CpG ostrivky na vystupu jsou

pouze delsi nez 500 bp. Aplikace je dostupna on-line na internetu viz [17].
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CpGGA a CpGPSO

Jsou algoritmy soucasti webové aplikace CpGPAP popsané v kapl.9. Metoda
CpGGA je zalozend na optimaliza¢nim pfistupu genetickych algoritmii a metoda Cp-
GPSO na optimaliza¢nim pfistupu rojeni Castic. Algoritmy byly pfedstaveny autory
v ¢lanku [18]. Aplikace umoznuje grafickou reprezentaci vysledku i jako seznam vy-
sledkti. V prub€hu testovani se objevili nékteré nesrovnalosti, na vystupu obou algo-
ritmi byla uvedena celkova délka analyzované DNA sekvence odlisné€ nez byla skutec-
na délka. Déle po pfepocteni hodnot obsahu CG a O/E byly hodnoty rozdilné nez uve-

dené na vystupu téchto algoritmi. Aplikace je on-line dostupna na internetu viz [26].
DalSi vyhledavace

V kap 1.7 je uvedeny rozbor algoritmu CpGecluster, jehoZz princip je z uvedenych
metod ojedinély. Jeho on-line dostupnost je omezena chybou webové stranky [29], ani
verze pres programovaci rozhrani PERL neni funkéni. Dals$i nedostupnou metodou je
algoritmus zalozeny na skrytych Markovskych modelech uvedeny v kap 1.5. Piestoze

je aplikace na internetu volné dostupna [30], soubor po spusténi nepracuje spravné.

37



3.2. Testované databaze sekvenci

Pro otestovani vyhledavace CpG ostruvku jsou nejcastéji pouzivany sekvence
DNA lidského chromozomu 21 a 22, tyto chromozomy k testovani pouzili naptiklad v
literatute [2], [4], [16] nebo [18]. Avsak dalsi sekvence, kde je vyhodou zaruceny vy-
skyt CpG ostruvku je z ¢lanku [1]. Vybrané DNA sekvence k testovani jsou tak zaloze-
ny na tomto vybéru a byly ziskdny z databaze NCBI.

Uméle vytvorena sekvence s CpG ostriavkem (seq_1.fasta)

Sekvence byla vytvofena ze dvou ¢asti, z ndhodné vygenerované sekvence, ktera
byla ochuzena o CpG s nahodnym nahrazenim jinym dinukleotidem a druha ¢ast oblasti
CpG ostruvku s pomérné vysokym obsahem CpG. Sekvence je délky 5501 bp a skutec-
né pozice zacatku a konce CpG ostriavku jsou 2001 a 3500. Tato sekvence je soucasti

elektronické ptilohy pod nazvem seq_1.fasta.
Usek lidského chromozomu 21 (seq_2.fasta)

Pokud je k testovani pouzita kratka sekvence s vyraznym CpG ostruvkem, jehoz
délka zaujimd pomérn¢ znac¢nou cast zkoumané sekvence, tak obvykle je ostrivek
lokalizovan vSemi vyhleddvaci, tedy sekvence neni k hodnoceni pfili§ naro¢na. K tes-
tovani potom byl pouzit asek DNA sekvence lidského chromozomu 21 [27] o délce
okolo 185 kbp. Cilem je pomoci této sekvence zhodnotit, zda navrzené algoritmy CpGI
a CpGI2 nedetekuji faleSné pozitivni detekce v mistech, kde CpG ostrivek neexistuje a
také zda nedochdzi k falesné negativni detekci v mistech, kde CpG ostriivek existuje.

Sekvence je soucasti elektronické ptilohy pod nazvem seq_2.fasta.
DNA sekvence vybranych genii ¢lovéka

Na zaklad¢ ¢lanku [1] byly vybrany tii DNA sekvence gent, ve kterych je vyskyt
CpG ostravku:

a) c-Ha-rasl p21, DNA sekvence délky 6453 bp (seq_3.fasta),
b) beta-tubulin, klon m40, DNA sekvence délky 5117 bp (seq_4.fasta),

c) somatostatin I, DNA sekvence délky 2667 bp (seq_5.fasta).
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3.3. Dosazené vysledky a porovnani

Prvni testovaci sekvence seq_l.fasta, tedy uméle vytvorend DNA sekvence
s piesn¢ vymezenou oblasti CpG ostrivku bude slouzit k hodnoceni, jak pfesné¢ dany

algoritmus tyto pozice lokalizuje. Souhrn vysledkt je uveden v Tab. 2.

Pro tuto sekvenci vyhledava¢ CpGl jako jediny lokalizoval pozici zacatku CpG
ostruvku na pfesné pozici, avsak krat$i délky na ukor nizsi hodnoty O/E. Naopak Cp-
GI2 detekoval pfesnou pozici konce ostravku, ale pozici zacatku o 40 bp dfive.
V porovnani mezi CpGI a CpGI2 bylo lepsich vysledkti dosazeno vyhledavacem Cp-
Gl2, ve srovnani s vysledky ostatnich vyhledavact jsou vysledky pomérné uspokojivé.
V této sekvenci byl CpG ostrivek lokalizovan v§emi pouzitymi vyhledavaci, nejpiesné-
ji byl CpG ostrivek detekovan vyhledavacem CpGF, dale dobry vysledek poskytuji
Cpgplot a cpgisland.

Tab. 2: Dosazené vysledky hodnot jednotlivych vyhledava¢i CpG ostrivku na umélé DNA
sekvenci (seq_l.fasta) s pfesné vymezenym CpG ostrivkem na pozicich od 2001 do 3500,
CG =0,8447, O/E = 1,0634.

Cpgplot|cpgisland| CpGF | CpGIF | CpGIS |CpGProd|CpGGA [CpGPSO| CpGIl | CpGl2

Zacatek 1951 | 2004 | 2000 | 1807 | 1672 | 1596 | 1792 | 1935 | 2001 | 1961

Odch. [bp] | 50 3 -1 -194 | -329 | -405 | -209 | -66 0 -40
Konec 3530 | 3583 | 3496 | 3685 | 3902 | 3913 | 3750 | 3643 | 3420 | 3500
Odch. [bp] | 30 83 -4 185 | 402 413 250 143 -80 0

Délka [bp] | 1580 | 1580 | 1497 | 1879 | 2231 | 2318 | 1959 | 1709 | 1420 | 1540

Odch. [bp] | g0 80 -3 379 | 731 818 459 209 -80 40

Obsah CG 0,8228| 0,8234 |0,84440,7632|0,7082| 0,6967 |0,7499| 0,7934 {0,8423(0,8318

Odch. -0,0219| -0,0213 |-0,0003/-0,0815|-0,1365| -0,148 |-0,0948|-0,0513 |-0,0024(-0,0129

[%6] 2,59 2,52 0,04 | 9,65 | 16,16 | 17,52 | 11,22 | 6,07 0,28 | 1,53

Hod. O/E |1,0674| 1,0606 |1,0607|1,0516|1,0404| 1,0344 |1,0498| 1,0644 |1,0394 |1,0679

Odch. 0,0040] -0,0028 |-0,0027{-0,0118-0,0230| -0,0290 |-0,0136| 0,0010 [-0,0240|0,0045

[%] 0,38 0,26 0,25 | 1,11 | 2,16 2,73 1,28 0,09 2,26 | 0,42
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Dalsi testovanou DNA sekvenci je usek DNA sekvence chromozomu 21 ¢lovéka,
o celkové délce 184379 bp (seq_2.fasta). Dosazené vysledky vSech pozic zacatkd a
konct detekovanych CpG ostrivku jednotlivymi vyhledavaci jsou uvedeny v pfiloze, v
Tab. 8 a v grafickém zpracovani na Obr. 27. Stru¢ny souhrn téchto vysledka je uveden
v Tab. 3. Béhem testovani byly odhaleny nékteré nesrovnalosti vyhledavace jak CpG-
GA tak CpGPSO, kde z vysledku analyzované sekvence po pirepocteni CG obsahu a
O/E hodnoty, nebyly totozné s vystupnimi hodnotami programu a také délka sekvence
byla programem uvedend odlisné nez délka skute¢nd. Dalsi nesrovnalost byla vyhleda-
vace CpGIF, kdy na vystupu byly sekvence s niz§im hodnotou O/E nez bylo ptfednasta-

Vveno.

Tab. 3: Dosazené vysledky hodnot jednotlivych vyhledavaci CpG ostriivku na DNA sekvenci
chromozomu 21 (seq_2.fasta). Podrobné vysledky jsou souéasti ptilohy viz Tab. 8.

Cpgplot|cpgisland|CpGF|ICpGIF|CpGIS|ICpGProd|CpGGA|CpGPSO|CpGlI |CpGlI2

Pocet 4 4 7 12 3 3 8 6 3 3
Délka [bp]
Celkova 4061 | 3995 [6041(8463|4992| 5442 | 7259 | 7023 (5274|3654
Minimalni 272 275 226|221 |1000| 1044 | 214 247 |1338| 398
Maximalni 2250 | 2214 |2433|2554|2473| 2673 | 1996 | 2607 |2558/2158
Pramérna 1015 999 |863| 705 |1664| 1814 | 907 | 1171 |1758|1218
Pokryti ostravku [%] | 2,20 2,17 |3,28(4,59|2,71| 2,95 | 3,94 | 3,81 |2,86/1,98
Obsah CG 0,67 0,64 |0,62/0,58|0,64| 0,63 | 0,39 | 0,42 |0,63(0,70
Hod. O/E 1,07 1,24 |0,87|0,71}1,05| 1,02 | 0,48 | 0,57 |1,04|1,18

Z vysledku je ziejmé, ze algoritmy CpGI a CpGI2 dosazené vysledky jsou ve

srovnani striktni a lokalizuji vyhradné vyznamné ostrivky, tedy pouze ty, které byly
nalezeny vSemi vyhleddvaci. Pocet a lokalizace nalezenych ostrivki se shoduji s vy-
sledky CpGIS a CpGProd, které vsak definuji ostriivky pouze o délce delsi nez 500 bp.
dosazeno CpGI2 a soucasné nejvyssi hodnoty obsahu CG a hodnoty O/E, coZ znamena,

ze algoritmus vyhledava ostrivky s nejvyssim zastoupenim CpG.
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Dalsim hodnocenim je posuzovano, jak programy CpGI a CpGI2 nalezené CpG
ostritvky lokalizovaly z pohledu pozic zacatkli a konci, tedy i délky ve srovnani
s dosazenymi pozicemi ostatnich vyhleddvacu. Souhrn téchto hodnot pro tii CpG ost-

ruvky odhalené soucasné v§emi programy je uveden v Tab. 4.

Tab. 4: Porovnani nalezenych CpG ostrivkal vyhleddvaéem CpGI a CpGI2 s vysledky shodnych

ostravkl nalezenych ostatnimi vyhledavaci v DNA sekvenci chromozomu 21 (seq_2.fasta).

Cpgplot|cpgisland| CpGF | CpGIF | CpGIS |CpGProd |CpGGA|CpGPSO| CpGIl | CpGI2

Zacatek
1 26074 | 26127 | 26091 | 26071 | 25961 | 25891 | 25995 | 25764 | 25921 | 26060
2 72178 | 72231 | 72229 | 72177 | 72013 | 71908 | 72980 | 72622 | 72021 | 72180

3 129323| 129394 |128884|128864|129030| 128991 |129702| 129727 |128682|129320

Konec
1 28323 | 28340 | 28523 |28624 | 28433 | 28563 | 27942 | 28370 | 28480 | 28219
2 73281 | 73314 | 73537 | 73647 | 73531 | 73735 | 74975 | 74300 | 73360 | 73279

3 129757| 129815 |130174|130172|130029| 130034 [131586| 131564 |130061(129719

Délka [bp]
1 2250 | 2214 | 2433 | 2554 | 2473 | 2673 | 1948 | 2607 | 2558 | 2158
2 1104 | 1084 | 1309 | 1471 | 1519 | 1725 | 1996 | 1679 | 1338 | 1098
3 435 422 | 1291 | 1309 | 1000 | 1044 | 1885 | 1838 | 1378 | 398

Pro lepsi vizualni porovnani nalezenych oblasti jednotlivych CpG ostriivkll jsou
na Obr. 23 tyto CpG ostriivky zobrazeny v posloupnosti DNA sekvence pro kazdy
nych detekci, odlisné délky bylo dosazeno u tietiho CpG ostrivku (na Obr. 23 ob-
last C). CpGI byl tento ostrivek detekovan zacatkem na pozici 128682, coz je
V porovnani s ostatnimi vysledky pomérné ptredcasné. Tento ostriivek byl pii detekci
metodou CpGI2 detekovan jako nejkratsi, avSak délka i pozice zacatkt i koncti ostriv-

ku jsou velmi blizké jako vysledky algoritmi CpGplot i cpgisland.

Z dosazenych vysledkt testované DNA sekvence useku chromozomu 21 ¢loveéka
hs_alt CHM1_ 1.1 chr21:1-184379(seq_2.fasta) nelze posoudit, ktery vysledek je

nejlepsi, ale pro hodnoceni Gcinnosti algoritmii CpGI a CpGI2 vysledky ukazuji, Ze
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v delsi DNA sekvenci nelokalizuji faleSné pozitivni detekce ale také nelokalizuji kratké

CpG ostruvky.
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Obr. 23: Porovnani CpG ostrivkii lokalizovanych vsemi vyhleddvaci v DNA sekvenci
chromozomu 21 ¢lovéka, hs_alt CHM1_1.1 chr21:1-184379, (seq_2.fasta).

Dalsi skupinou testovanych DNA sekvenci, jsou DNA sekvence vybranych tii
konkrétnich gend, kde je pravé vyskyt CpG ostrivkl. Byly vybrany takové sekvence,
aby byly odhaleny nékteré nedostatky algoritmt CpGI ¢i CpGI2.

Prvni zkoumanou DNA sekvenci genu c-Ha-rasl p21 (seq_3.fasta) byla velmi
pravdépodobné odhalena faleSn¢ negativni detekce algoritmem CpGI. V této sekvenci
byl CpG ostruvek lokalizovan alespon jeden, a zacinajici nejcastéji na prvni pozici
sekvence. Algoritmus CpGI2 lokalizoval shodny zacatek ostrivku jako algoritmy Cp-
GIS a CpGProd, avsak kratsi délky.
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Souhrn vysledkl nalezenych pozic zacatkl, koncii a délky CpG ostravki v DNA

sekvenci genu c-Ha-rasl p21 jednotlivymi algoritmy je uveden v Tab. 5. Grafické

porovnani je pak uvedeno na Obr. 24.

Tab. 5: Porovnani nalezenych pozic za¢atkd, koncti a délky CpG ostravku lokalizovanych jed-

notlivymi vyhledavaci v DNA sekvenci genu c-Ha-rasl p21 (seq_3.fasta).

Cpgplot | cpgisland |CpGF |CpGIF |CpGIS | CpGProd | CpGGA | CpGPSO |CpGl | CpGl2
Zacatek
1 48 57 241 3 1 1 19 107 = 1
2 1082 4065 4862 5010
3 4705
Konec
1 1049 1366 916 | 3903 | 1565 1621 1993 1900 = 1280
2 1323 4394 5073 5304
3 5760
Délka [bp]
1 1002 1310 676 | 3903 | 1565 1621 1975 1794 = 1280
2 242 330 212 295
3 1056
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Obr. 24: Porovnani nalezenych CpG ostrivkit lokalizovanych jednotlivymi vyhleddavaci

v DNA sekvenci genu c-Ha-rasl p21 (seq_3.fasta).
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Dalsi zkoumana DNA sekvence je zvlastni tim, ze dosazené vysledky se velmi

ruzni podle zvoleného vyhledavace. Avsak podobnosti jsou zfejmé, kdy algoritmus

CpGI lokalizoval CpG ostrivky obdobné jako algoritmus CpGplot a cpgisland, zatimco

celkové vysledky CpGI2 jsou podobné s vysledky algoritmu CpGF a které jsou podob-

né s druhym (a nejvice zastoupenym CpG viz Obr. 25) nalezenym ostrivkem algoritmy

CpGl2, CpGplot a cpgisland. Souhrn vysledkd nalezenych pozic zacatku, konct a

délky CpG ostriavki v DNA sekvenci genu beta-tubulinu jednotlivymi algoritmy je

uveden v Tab. 6. Grafické porovnani je pak uvedeno na Obr. 25.

Tab. 6: Porovnani nalezenych pozic zacatkli, koncii a délky CpG ostrivkil lokalizovanych

jednotlivymi vyhledavaci v DNA sekvenci genu beta-tubulinu, (seq_4.fasta).

Cpgplot | cpgisland | CpGF | CpGIF | CpGIS | CpGProd | CpGGA | CpGPSO |CpGl|CpGI2
Zacatek
1 548 600 |1150| 1 | 432 7 115 107 |1081| 521
2 1079 1132 492 | 432 | 3506 | 3559 | 1962 1061
3 3171 3589
Konec
1 887 945 |1502| 330 | 1875 | 2200 | 2107 | 1603 |1420| 860
2 1517 1562 2465 | 1875 | 4098 | 4100 | 2300 1520
3 4096 4023
Délka [bp]
1 340 346 398 | 330 | 1444 | 2194 | 1993 | 1497 | 340 | 340
2 439 431 1974 593 542 339 460
3 926 435
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Obr. 25: Porovndni nalezenych CpG ostrivkii lokalizovanych jednotlivymi vyhleddavaci

v DNA sekvenci genu beta-tubulinu, (seq_4.fasta). Svisié cary zobrazuji vyskyt CpG na

konkrétni pozici v sekvenci.
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Ve tieti zkoumané sekvenci bylo dosazeno algoritmy CpGI a CpGI2 nejpodob-
n¢jsich vysledkl alespon jednoho ostrivku jako algoritmy CpGpolt, cpgisland a CpGF.

Souhrn vysledkt nalezenych pozic zacatkl, koncii a délky CpG ostravki v DNA
sekvenci genu somatostatin | jednotlivymi algoritmy je uveden v Tab. 7. Grafické

porovnani je pak uvedeno na Obr. 26.

Tab. 7: Porovnani nalezenych pozic zacatkli, koncii a délky CpG ostrivkil lokalizovanych

jednotlivymi vyhledavaéi v DNA sekvenci genu somatostatin | (seq_5.fasta).

Cpgplot | cpgisland |CpGF |CpGIF |CpGIS | CpGProd | CpGGA | CpGPSO |CpGl | CpGI2
Zacatek
1 1042 1084 1115 931 | 972 1099 1040 853 1041|1001
2 1650
Konec
1 1372 1436 1395 | 1957 | 1700 1895 2486 2081 |1400| 1400
2 1858
Délka [bp]
1 331 353 281 | 1027 | 729 797 1447 1229 | 360 | 400
2 208
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Obr. 26: Porovnani nalezenych CpG ostrivkii lokalizovanych jednotlivymi vyhledavaci
v DNA sekvenci genu somatostatin | (seq_5.fasta). Svislé cary zobrazuji vyskyt CpG na

konkrétni pozici v sekvenci.
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Na Obr. 25 a Obr. 26 je pro hlubsi analyzu pomoci svislych ¢ar vyjadien vyskyt
CpG v sekvenci. Konkrétné na Obr. 25 na pozicich cca 500 az 1600 je viditelny rozdil
algoritmu v detekci. CpGIl2, Cpgplot a cpgisland detekuji dva samostatné CpG ostrav-
ky, CpGI a CpGF detekuje pouze jeden ale totozny alesponl s jednim z obou. Ostatni
algoritmy tyto dva CpG ostruvku lokalizovali jako souc¢ast jednoho delsiho CpG ost-

ravku.

Vzhledem k tomu, ze nejsou k dispozici DNA sekvence s pfesné¢ vymezenymi
CpG ostruvky, neni ani mozné presné urcit, jak je navrzené feSeni ucinné. Presto, na
zaklad¢ vysledktu dosazenych jinymi ptistupu, jejich porovnanim a piedevs§im podle
shody nalezenych CpG ostrivkl lze urcit, zda feSeni poskytuje dobré vysledky. Na
zékladé porovnani dosazenych vysledki, 1ze obecné usoudit, Ze v porovnani mezi CpGI
a CpGI2 lepSich vysledkl je dosahovano algoritmem CpGI2. V porovnani dosazenych
vysledkit metody CpGI2 a ostatnich vyhledavact, jsou vysledky touto metodou horsi
porovnani pfi lokalizaci kratkych CpG ostruvka ale na druhou stranu je metoda strikt-
néjsi a lokalizuje spiSe vyznamnéjsi ostrivky pfi vy$$im obsahu CG a vy$si hodnoty

O/E.
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Z.aveér

V této diplomové praci bylo teoreticky pojednano o vyznamu vyhledavani CpG
ostrivkii a o metodach, které tyto ostrivky vyhledavaji v DNA sekvencich. Byl tak
vytvofen souhrn snad veskerych pouzivanych ¢i jen navrzenych metod, ktery tak muize

poskytovat pirehled o téchto metodach na jednom miste.

Stézejni Casti prace byla samotna realizace vyhledavace CpG ostruvkd, ktera je
zalozena na analyze DNA spektrogramu. Vzhledem k moznostem feSeni dané proble-
matiky byly realizovany dva pfistupy analyzy DNA spektrogramu. Jeden zaloZen na
predpokladu, ze CpG ostrivek ma v DNA vyssi zastoupeni obsahu cytosinu a guaninu
nez je oblast bez vyskytu CpG ostrivku. Na téchto poznatcich byly realizovany dva
DNA spektrogramy pro nukleotidy C, G a pro A, T. Tyto spektrogramy pomoci sumaci
jednotlivych spekter byly porovnany a tim tak lokalizovany (predikovany) CpG ostriv-
ky. ProtoZe tento pfistup ma jistd omezeni a za ucelem dosédhnout lepSich vysledkd, byl
realizovan druhy pfistup. Druhy pfistup je zalozen na faktu, ze CpG se v ostrivcich
vyskytuji s vyssi frekvenci nez na castech sekvence DNA bez vyskytu CpG ostravku.

Tim bylo dosazeno zna¢ného zjednoduseni a lepSich vysledka.

Zasadni vliv na dosazené vysledky ma samotna konstrukce DNA spektrogramu
kdy zménou délky plovouciho okna ¢i zménou posunu okna podél pozic v DNA sek-
venci dochézi k jinym vysledktim. Proto bylo zapotiebi prozkoumat vliv zmény téchto
parametrii na dosazené vysledky, a na zaklad¢ t€chto poznatki vstupni hodnoty optima-
lizovat. Byl tak ziskan kompromis mezi hodnotami téchto parametr. Pfesto uzivatel

programu muze tyto hodnoty na vstupu algoritmu upravit.

V posledni ¢asti prace byly dosazené vysledky porovnany s jinymi osmi piistupy
vyhledavani CpG ostravkd, které jsou volné dostupné na internetu. Bylo zde také uve-
deno strucné piredstaveni téchto vyhledavact s odkazem na teoretickou Cast prace a
autort metod, diky tomu tato prace muze slouzit zdjemcum o studium metodach vyhle-

davani CpG ostrivka z DNA sekvenci.

Protoze nejsou k dispozici sekvence s presné¢ znamymi pozicemi CpG ostravki,
k hodnoceni navrzenych algoritmti postacily vysledky ostatnich metod. Na zakladé

porovnani vysledkt algoritmii CpGI a CpGI2 bylo potvrzeno, ze vyhledavani CpG

47



ostruvkl na zaklad¢ analyzy DNA spektrogramu je vhodnym nastrojem k lokalizaci
CpG ostriivka a vede v porovnani k dobrym vysledkiim. Pti porovnani algoritmu CpGlI
a CpGI2 jsou dosazené vysledky algoritmu CpGI2 lepsi a je tedy vhodnéjsi volbou pro
vyhledavani CpG ostrivkd.
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Seznam priloh

A Piehled vysledkl analyzy DNA sekvence seq_2.fasta

Tab. 8: Souhrn viech vysledki dosazenych jednotlivymi vyhledavaéi CpG ostravku. Cervend
jsou zvyraznény hodnoty, které se neshoduji s nastavenim vstupnich hodnot vyhledavace.

Cislo Zacéatek Konec Délka [bp] CG E/O
Cpgplot
1 26074 28323 2250 0,6671 1,1981
2 37472 37743 272 0,6140 0,7884
3 72178 73281 1104 0,6821 1,2869
4 129323 129757 435 0,7126 1,0060
cpgisland
1 26127 28340 2214 0,6707 1,1935
2 37525 37799 275 0,5345 0,9774
3 72231 73314 1084 0,6670 1,3510
4 129394 129815 422 0,6872 1,0397
CpGF
1 10275 10554 270 0,5714 0,6222
2 26091 28523 2433 0,6695 1,1405
3 37482 37762 281 0,6192 0,8653
4 65457 65687 231 0,5541 0,7555
5 72229 73537 1309 0,6341 1,3892
6 128884 130174 1291 0,6770 0,6293
7 167577 167842 226 0,6015 0,7093
CpGIF
1 10255 10531 277 0,5271 0,5787
2 26071 28624 2554 0,6660 1,1001
3 37462 37891 430 0,5000 0,8626
4 65437 65697 261 0,5172 0,7711
5 72177 73647 1471 0,6105 1,3411
6 128864 130172 1309 0,6730 0,6212
7 131511 132158 648 0,6188 0,3891
8 132491 132887 397 0,6322 0,3808
9 163399 163697 299 0,5418 0,6428
10 164094 164408 315 0,5238 0,6508
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11 164844 165064 221 0,5520 0,5464
12 167557 167837 281 0,5836 0,6702
CpGIS
25961 28433 2473 0,6494 1,1658
72013 73531 1519 0,6011 1,3354
3 129030 130029 1000 0,6840 0,6379
CpGProd
25891 28563 2673 0,6382 1,1367
71908 73735 1725 0,5574 1,2987
3 128991 130034 1044 0,6810 0,6251
CpGGA
1 10368 10715 348 0,4052 0,6309
2 25995 27942 1948 0,6504 1,3459
3 38127 38340 214 0,2430 0,3208
4 66372 66656 285 0,3018 0,1555
5 72980 74975 1996 0,4474 0,7080
6 129702 131586 1885 0,4255 0,3903
7 165742 166100 359 0,3510 0,2716
8 166468 166691 224 0,2946 0
CpGPSO
1 25764 28370 2607 0,6168 1,2170
2 38011 38322 312 0,2724 0,1818
3 72622 74300 1679 0,5015 1,1205
4 129727 131564 1838 0,4217 0,3450
5 165746 165992 247 0,3320 0,2940
6 169996 170335 340 0,3765 0,2500
CpGl
25921 28480 2558 0,6418 1,1616
72021 73360 1338 0,6037 1,3506
3 128682 130061 1378 0,6435 0,6133
CpGI2
26060 28219 2158 0,6690 1,2216
72180 73279 1098 0,6836 1,2848
3 129320 129719 398 0,7325 1,0432
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Obr. 27: Grafické porovnani detekovanych CpG ostriuvkii dle metod.
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