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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace se zabyva vyhledavanim kodujicich tsekli pomoci analyzy
DNA spektrogramu. V teoretické Casti jsou popsany numerické reprezentace genomickych
dat, moznosti uprav sekvenci DNA a charakteristika metod pro vyhledavani kodujicich
useki. Nejpouzivanéj§i metodou pro zpracovani DNA je diskrétni Fourierova
transformace, diky které jsme schopni v sekvenci vyhledavat pozadované useky. Dale je
uveden teoreticky postup pro vytvoreni spektrogramu a vycet vzora z néj detekovatelnych.
Nabyté teoretické znalosti nam slouzi k praktické realizaci konkrétnich metod
v programovém prostiedi MATLAB. Vytvofili jsme program pro detekci kodujicich useku
ze spektrogramu a nalezeni jejich pfesnych pozic v sekvenci. Nami dosazené vysledky jsou

v zavéru porovnany s databazi NCBI.

KLICOVA SLOVA

Sekvence DNA, diskrétni Fourierova transformace, kodujici oblasti DNA, spektrogram.

ABSTRACT

The Bachelor’s Thesis deals with coding identification of coding regions using DNA
spectrogram analysis. The theoretical part describes numerical representations of genomic
data and methods for editing DNA sequences. The types of methods used for DNA
spektrogram construction and characteristic patterns detected by spectrogram are
described. The most used method for data processing is discrete Fourier transformation
that enables us to scan sequences for required data. There is also a theoretical part about
creating a spectrogram and a list of detected samples. Knowledge of this is used to
program specific methods in Matlab. We created a program for detection of coding parts in
Spectrogram and defining their accurate positions in the sequence. Acquired results are
discussed and compared with the NCBI database at the end of this work.
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UvoD

Bioinformatika je obor, ktery se zabyva navrhovanim metod pro shromazdovani,
analyzu a vizualizaci biologickych dat. Také uzce souvisi s genomikou, kterd se vénuje
predevsim ziskavani sekvenci DNA z riznych organismi. Deoxyribonukleova kyselina je
jedine¢nym profilem kazdého jedince a proto nachazi vyuziti v Siroké skale odvétvi (urceni
otcovstvi, puvod cloveéka atd.). Diky presnosti vysledki a zpracovani jsou neustale

zkoumany nové metody pro dokonalejsi analyzu, separaci a umélou syntézu DNA.

Sekvence DNA u eukaryotnich organismu, kterymi se zabyvame, je sloZzena
z introni - nekodujicich Casti a exont - kddujicich ¢asti, jejichz pozice v sekvenci si
prejeme v této praci ziskat. Kodujici tseky nesou informace ke stavbé bilkovin, které jsou
podstatou vSech zivych organismi a plni v ném rtzné funkce. Proto sebemensi zasah do
oblasti exonu je naprosto zasadni a vede ke vzniku defektni nebo pozménéné bilkoviny.
Naplni prace vSak neni podrobné vysvétleni procesu tvorby bilkoviny ze sekvence DNA a

proto neni zachazeno v této problematice pfilis do detaila. [4] [28]

Tato bakalafska prace se zamétuje na vyhledavani kodujicich useki pomoci analyzy
DNA spektrogramu. Pro zpracovani dané problematiky uplatiiujeme zakladni znalosti o
vlastnostech a struktufe DNA. Vyuzivame bioinformatické nemoderované databaze
GenBank, ze které ziskavame DNA sekvence pfislusnych organismi. Pro vytvoreni
spektrogramu a naslednou analyzu, je vyuzito programového prostiedi MATLAB.
Vyhledavani kodujicich useki pomoci spektrogramu je zvoleno z divodu piehledného
zpracovani, nebot' spektrogramy nam davaji jasny vizualni vysledek o vlastnostech
prislusné sekvence. Diky témto moznostem jsme schopni vyhleddvat pozadované Casti a

nalézat jejich pfesnou polohu.

Préce je rozc¢lenéna do ¢tyt hlavnich kapitol. Prvni kapitola je zaméfena na numerické
reprezentace DNA, jejichz znalost je nutna pro metody Cislicového vyhledavani kédujicich
usekt. V tvodu kapitoly je obecné pojednano o symbolické sekvenci DNA, na které je cela
prace zalozena. V kapitole druhé, se zabyvame obecnym popisem metod pro vyhledavani
exonu v sekvenci. Metody jsou roz¢lenény do dvou kategorii, a to na ¢islicové vyhledavani
a vyhledavani za pomoci znaki. Mezi Cislicové vyhledavani, neodmyslitelné patii i
zpracovani sekvence pomoci spektrogramu. Spektrogramu je vénovana samostatna tieti
kapitola, jelikoz tvofi hlavni slozku prace. V této kapitole je teoreticky popsana technika
konstrukce spektrogramu a také vy&et vzorti zn& detekovatelnych. Ctvrta kapitola se
veénuje popisu dil¢ich kroka pfi praktické realizaci spektrogramu v programovém prostiedi
MATLAB. Déle jsou v této kapitole zhodnoceny a porovnany nami dosazené vysledky

s vysledky védeckého zkoumani.



1 NUMERICKA REPREZENTACE DNA

V nasledujicich podkapitolach je uveden souhrn metod pro numerickou reprezentaci
DNA a jejich charakteristika potiebnd pro nasledujici praktickou realizaci. Prvni
podkapitola je vénovana sekvenci DNA, jejimu slozeni, vlastnostem a moznostem ziskani

presného sledu jednotlivych nukleotidu.

Pro zpracovani genomickych dat lze vyuzit numerického mapovani, které nam
sekvenci DNA v podobé symbolt pievede na reprezentaci Cisel. Poté 1ze povazovat fetézec
DNA za signal, na kterém muazeme vyuZzit metody na zpracovavani signali - jako je

naptiklad Fourierova transformace, diky které mizeme hodnotit vlastnosti sekvenci.

Pfi numerickém mapovani obvykle dochazi ke ztraté informaci a zaroven zvyraznéni
nékterych ryst, které nejsme v symbolickych sekvencich schopni rozlisit. V odborné
literatufe se muzeme docist, ze numerické mapovani se rozd€luje do dvou zakladnich

skupin, a to na numerické reprezentace a grafické reprezentace.

Graficka reprezentace genomickych dat je navic od numerické reprezentace
zobrazitelnd v kartézském soufadném systému a umozfiuje tak vizudlni informaci o
sekvenci. Konkrétni metody grafické reprezentace piinasi schopnost sekvence prohlizet,
tfidit a porovnavat mezi sebou. Nejpouzivanéjsi grafickou reprezentaci je reprezentace v

3D kartézském soutfadném systému. [5]



1.1 Sekvence DNA

Sekvence DNA neboli genetickd sekvence je posloupnost nékolika set az miliardy

symboli, které predstavuji primarni strukturu vlakna DNA.

Symboly A, C, G a T pouzivané v sekvenci, reprezentuji Ctyfi nukleotidové baze ve
vlaknu: adenin (A), cytosin (C), guanin (G) a thymin (7).

Jednotlivé nukleotidy se od sebe vzajemné li§i v nékolika biochemickych
vlastnostech. Odlisuji se v molekularni struktufe, kdy cytosin a thymin jsou pyrimidiny,
adenin a guanin jsou puriny. V fetézcich dvojité Sroubovice DNA jsou pyrimidiny vzdy
orientovany v jednom fetézci, puriny v druhém. Mezi nukleotidy existuji pouze
komplementarni pary, a to: T=A, které spole¢né tvoii slabou dvojnou vazbu a par C=G,
ktery vytvafi silnou trojnou vazbu. Vodikové vazby v ramci té€chto part nukleotidd udrzuji
pohromadé oba dva fetézce DNA. Dalsi rozdéleni nukleotidi je podle poctu
radikal(: A a C obsahuji amino skupinu NHj, baze T a G keto skupinu C=0.

Posloupnost libovolného poctu nukleotidi vétSiho nez Ctyfi, lze nazyvat sekvenci.
Sekvence se obvykle vypisuje bez mezer, napi. ACGTTAGGCCTA.

Presné poradi nukleotidi lze ziskat z biologického materialu déjem nazyvanym
sekvenovani DNA. V podstaté jde o preneseni sekvencni informace do posloupnosti znaki,
které lze zapsat na elektronické médium. Mezi nejznaméj§i metody urcujici potradi
nukleotidi v useku DNA patii Sangerova a Maxam & Gilbertova metoda, jeZ jsou
zalozené na gelové elektroforéze. V posledni dobé existuji moderni pfistroje, tzv.
sekvenatory, které kuptikladu vyuzivaji flourescencnich barviv (pro kazdou nukleotidovou
bazi je zvolena konkrétni barva). Obrazek 1 znazornuje ziskany usek sekvence DNA

pomoci sekvenatoru a barviv. [6] [26] [30]

120 130
GAT TCTGGTCTTATTTCC

Obrazek 1: Vysledek sekvenace tiseku DNA za pouziti flourescencnich barviv. [26]



1.2 Komplexni reprezentace

Na zakladé zminéné struktury, sily vazby a vazaného radikdlu na bazi (viz
Kapitola 1.1), mizeme tento klasifikaCni systém vyjadiit pomoci nukleotidového
tetrahedronu neboli Ctyfsténu, ktery je znazornén na Obrazku 2. V podstaté se jedna o
vyjadieni vSech vlastnosti nukleotidd v 3D prostoru. Vrcholy pravidelného Ctyfsténu jsou

podskupinou vrcholid krychle, ktera nam slouzi pouze pro lepsi orientaci.

Z
ADENIN ]
X
/
y < %
THYMIN
P\{‘\m\d\nY
CYTOSIN

Obrazek 2: Nukleotidovy Ctyistén. [5]

Reprezentaci Ctyfsténem lze zredukovat do 2D prostoru pomoci projekce Ctyisténu do
vhodnych rovin, kde povazujeme zvolenou rovinu za komplexni. Timto zplsobem
ziskavame komplexni reprezentaci bazi. Rovinu zvolime dle parametrii, které chceme
sledovat. My jsme pouzili nasledujici rozdé€leni (viz Obrazek 3): dle sily vazby, kde A=T a
C=G jsou zobrazeny vzhledem k redlné ose a rozdéleni dle molekularni struktury, kdy

puriny a pyrimidiny jsou znazornény vzhledem k imaginarni ose.
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Obrazek 3: 2D komplexni reprezentace. [5]

Diky této reprezentaci 1ze kazdému nukleotidu pfiradit rovnici:

A =14,
C=-14j,
G =-1+4j,
T=1-.

(1)
2
3)
“4)

Prifazeni komplexniho Cisla bazim je prospésné z toho duvodu, ze zistava zachovano

stejné mnozstvi informace jako v symbolickém zapisu. Nedochazi tim k degeneraci DNA

sekvence a muzeme zpétné¢ pln¢ rekonstruovat sekvenci z jeji grafické podoby. Dalsi

vyhodou je nepottebnost slozitého grafického nastroje. [5] [16] [34]



1.3 4D binarni reprezentace

Binarni reprezentace je jednou z nejznaméjSich a téz nejpouzivanéjSich numerickych
reprezentaci. Metoda je zalozena na vytvoreni indika¢niho, neboli binarniho vektoru pro
kazdy nukleotid: uA(n), uT(n), uC(n) a uG(n). Indikacni vektor detekuje pritomnost nebo
nepfitomnost pfislu§ného nukleotidu na pozici n v sekvenci DNA. Vektor uA eviduje
pfitomnost adeninu (A), uC cytosinu (C), uT thyminu (7) a uG guaninu (G). Z tohoto
tvrzeni vyplyva, ze po provedeni metody ziskdme celkem ctyfi vektory — pro kazdy

nukleotid jeden.

Postup tvorby indika¢niho vektoru je nasledujici: pokud se na pozici n, v useku
sekvence, vyskytuje pfislusnd baze, zapiSe se na danou pozici vektoru Ccislo 1.
V opacném piipadé ¢islo 0. Toto vyjadieni mizZeme popsat za pomoci Rovnice 5, ktera

slouzi jako ukazatel bazi v sekvenci. [5] [16] [34]

u,[n] =1 jestlize s[n] =X jinak u,[n] =0, 5)

kde s[n] pron =0, 1,..., N-1 je symbolicka sekvence o délce N,
u,[n] je indikacni vektor pro konkrétni nukleotid,

X je nukleotidova baze — adenin, cytosin, guanin nebo thymin.

1.4 3D numericka reprezentace

Ctyfrozmérna binarni reprezentace sekvenci je redundantni a proto ji lze zredukovat
na 3D reprezentaci. Ctyfi indikacni vektory z binarni reprezentace jsou nahrazeny pouze

tfemi vektory takovym zptusobem, ze nedochazi ke ztraté informaci.

Metoda je zalozena na pfifazeni 3D vektoru kazdému nukleotidu, ktery sméfuje ze
stiedu pravidelného Ctyfsténu (viz Obrazek 2) do jednoho ze ¢tyt vrcholi. Sekvence DNA

je poté zastoupena tfemi numerickymi sekvencemi x,, x; a x;. [9] [24]

x,[n] = Z (2ur[n] - ucln] — ugn]) (©)
xgln] = (ucln] - ug[n]) @
xp[n] = 3 Bualn] — ur[n] — ucln] — ugln]) (8)

3D numerickd reprezentace se v praxi vyuziva pro grafické zobrazovani v RGB
spektru. Vice o RGB spektru se dozvime v Kapitole 3.2.3.



1.5 EIIP mapovani

Pro tento typ mapovani, jsou vyuzity biofyzikalni a biochemické vlastnosti DNA
biomolekul. EIIP (Electron ion interaction potentials) neboli vzajemné pusobeni elektron -
iontovych potencial, je metoda, ktera predstavuje rozlozeni energie volnych elektront
podél sekvence DNA. Jednotlivym nukleotidim v sekvenci jsou pfifazeny jedinecné

ciselné EIIP indikatory, a to nasledovné:

A =0,1260,
C =0,1340,
G = 0,0806,
T =0,1335.

EIIP reprezentace zlepSuje rozliSovaci schopnost pii vyhledavani genti a snizuje
vypocetni zatizeni az o 75%. Na druhou stranu také existuje spousta gent, kde tato metoda

selhava a neni schopna nalézat kodujici oblasti. [16]

1.6 Reprezentace pomoci ihli zkrouceni DNA

Jedna se o reprezentaci na zakladé strukturalnich vlastnosti dvousroubovice DNA.
Metoda je zalozena na pouziti dinukleotidového modelu, kdy dva po sobé jdouci

nukleotidy jsou spojeny a prevedeny na ¢iselné hodnoty dle ihlu zkrouceni.

U dvousroubovice DNA je thel jejiho zakrouceni (Propeller twist) méfen ve stupnich
. . Nejvyssi hodnota oznaluje, Ze Sroubovice je v tomto regionu velmi pevna, zatimco

nizka hodnota znaci, ze region je pomérn¢ flexibilni.

Tabulka 1: Hodnoty thlu pro jednotlivé dinukleotidy v DNA. [23]

AA -18,66 GA -13,48
AC -13,10 GC -11,08
AG -14,00 GG <8;10
AT -15,01 GT -13,10
CA -9,45 TA -11,85
CC -8,10 TC -13,48
CG -10,03 TG -9,45
CT -14,00 TT -18,66

V Tabulce 1 jsou uvedeny hodnoty thla pro jednotlivé dinukleotidy dvousroubovice
DNA. Barevné jsou zvyraznény minimalni a maximalni hodnoty. Minimalni hodnota je
-18,66° a vyskytuje se u dinukleotidi AA a TT. Maximalni hodnota je -8,11° a zastupuji ji
CCaGG. [23]
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1.7 Reprezentace pomoci pevnosti zakriveni DNA

Reprezentace za pomoci pevnosti zakiiveni dvousroubovice DNA, neboli Bending

stiffness, vychazi stejn¢ jako predesla metoda ze strukturalnich vlastnosti DNA.

Hodnoty pevnosti zakfiveni jsou uvadény v nm a udavaji trvalosti useku, které jsou
odvozeny z experimentalnich dat, na zakladé¢ korelace s anizotropni pruznosti DNA.
Vysoké hodnoty odpovidaji tuhym DNA regionim, zatimco nizké hodnoty odpovidaji

mene pevnym DNA oblastem.

Tabulka 2: Tabulka hodnot pevnosti zakiiveni jednotlivych dinukleotidi v DNA. [23]

AA 35 GA 60
AC 60 GC 85
AG 60 GG 130
AT 20 GT 60
CA 60 TA 20
CC 130 TC 60
CG 85 TG 60
CT 60 TT 35

Tabulka 2 zachycuje hodnoty pro pevnosti zakiiveni jednotlivych dinukleotidu
v sekvenci DNA. Barevné jsou opét zvyraznény minimalni a maximalni hodnoty pro lepsi
nazornost a porovnani. Minimalni hodnota je 20 nm a vyskytuje se u dinukleotidu AT a TA.
Maximalni hodnota je 130 nm a zastupuji ji dinukleotidy CC a GG. [23]
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2 METODY VYHLEDAVANiI KODUJICICH
USEKU

Kapitola je zaméfena na identifikaci kodujicich oblasti v DNA. Vyhledavani maze byt
realizovano dvéma metodami. Jde nejen o metodu za pomoci Cislic, napt. prevod na
binarni vektory, zpracovani vzniklého signalu Fourierovou transformaci a vyhledavani.
Nybrz i o vyhledavani pomoci znakd, kdy se v sekvenci DNA detekuji konkrétni kodony,

které urcuji pocatek a konec koddujicich oblasti.

Centralnim dogmatem biologie je, ze geneticka informace uchovavana v DNA se
transkripci prenasi do molekul mRNA a translaci do proteini. Toto pravidlo plati pro
eukaryotické organismy, kterymi se v praci zabyvame. Po replikaci, neboli zdvojeni
sekvence DNA a nasledné transkripci, piepisu, vznikd mediatorova RNA (mRNA), ktera je
reprezentovana kodony neboli trojicemi bazi. Dulezitym tripletem v mRNA je AUG,
proteinu. Triplety UAA, UAG a UGA jsou oznaCovany jako termina¢ni = STOP kodony a

ukoncuji syntézu.

Vétsina eukaryotickych geni obsahuje nekodujici useky - introny, tyto nekodujici
intronové sekvence se vystépuji z transkribované DNA v jadre, jesté pred jejich presunem
do cytoplasmy, jedna se o mechanizmus zvany splicing. Dnes je znamo, ze introny
prerusuji vétsinu, ale ne vSechny eukaryotické geny. Po vystfizeni intronti dochazi ke
spojeni exont a nasledného vzniku jednotlivych bilkovin tak jak je popsano na Obrazku 4.
Introny prerusuji kodujici sekvence - exony, které tvoii oblast, podle niz se v procesu
translace tvofi bilkovina. Exon je tedy oblast genu, kterd obsahuje sekvence skute¢né
kodujici proteiny. [22] [25]
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Obrazek 4: Postup procesu sestiihu intronti a vzniku proteinu. [15]

Rozdil mezi prokaryotnim genem a eukaryotnim je uveden na Obrazku 5. Sekvence
prokaryotni obsahuje pouze kodujici exony, proto nedochazi béhem procesu transkripce
k vystépovani introni a tudiz mRNA miize obsahovat vice gend. Geneticka informace u
prokaryotické bunky je ulozena volné v cytoplazmé v jedné kruhové uzaviené DNA.
Naopak DNA u eukaryotické buriky je vlaknita a je obalena jadernym obalem. Na obrazku
si mizeme povSimnout zeleného obdélnicku, ktery znaci promotor. Jedna se o specifickou

sekvenci DNA, na které se zahajuje transkripce konkrétniho genu. [11] [20]

promotor

prokarvotni gen

promotor exony introny

o 5 o 0 — ),
S aeraerae wf

eukaryotni gen

Obrazek 5: Porovnani eukaryotického a prokaryotického genu. [11]
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2.1 Cislicové metody vyhledavani kodujicich oblasti

Dulezitou vlastnosti exonu je, ze vykazuji periodu opakovani rovnou 3. Tato perioda
odpovida struktufe kodont a je zakladnim predpokladem pro nalezeni kodujicich oblasti
pomoci metod Ccislicového zpracovani sekvenci DNA. Perioda je pozorovana u
eukaryotickych bunék pouze v exonech, coz je pro nasi praci velmi prinosné. [5] [10] [31]

Mezi dal§i moznou metodu Cislicového vyhledavani kodujicich oblasti patfi

zpracovani pomoci spektrogramu, kterému je vénovana samostatna Kapitola 3.

2.1.1 Vyhledavani pomoci diskrétni Fourierovy transformace

Nejznaméjs§i metodou pro nalezeni periody opakovani 3 je diskrétni Fourierova
transformace (DFT). Jelikoz je tato Cislicova metoda nejrozsifenéjsi, budeme se ji dale

podrobnéji zabyvat a vysvétlime si piesny princip.

Jedna se o transformaci ziskaného signalu do frekvencni oblasti, tj. vstupem do DFT
je diskrétni signal a vystupem je diskrétni spektrum tohoto signdlu - informace o
frekvencnich slozkach v ném obsazenych.

Jelikoz pracujeme se symbolickou sekvenci DNA, je proto dulezité, pied zapoCetim
samotné metody, prevést symboly ze sekvence na posloupnost Cisel. K prevodu nam
poslouzi numerické reprezentace DNA uvedené v Kapitole 1. Diky této upravé sekvenci
ziskame potfebny vstupni diskrétni signal v podobé Cislic. DFT nasledné vytvoii z
posloupnosti ¢isel frekvencni spektrum, ve kterém bychom méli vidét vyrazny pik, ktery
odpovida kodujici oblasti.

Rovnice pro vypocet diskrétni Fourierovy transformace je nasledujici: [17]

N-1
2mkn
Ulk] = z ume v, 0<k<N-1, (9
n=0
kde U (k) je posloupnost vzorkt vysledného spektra,
k je koeficient spektra od 1 do N/2,
u(n) je vektor numerickych hodnot pro usek sekvence vymezeny délkou okna N,

pro ktery se pocita diskrétni Fourierova transformace,

n je pozice ve vymezeném useku sekvence.
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V piipadé pouziti 4D binarni reprezentace k pfevodu symboll na Cisla, ziskavame
ctyfi indikacni vektory (viz Kapitola 1.3). DFT je pocitana pro kazdy vektor zvlast' a
vzorec pro vypocet musi byt mirn€ upraven, a to nasledovné:

N-1
__.2mkn
UX[k]=ZuX(n)e1N, 0<k<N-1, (10)

n=0
kde Uy je posloupnost vzorki spektra pro konkrétni nukleotid,
k je koeficient spektra od 1 do N/2,
uy je indikacni vektor pro odpovidajici nukleotid,
n je pozice v useku vymezeném délkou okna N, pro kterou se pocita DFT.

Provedenim DFT kazdého segmentu v sekvenci DNA o délce N, ziskame frekvencni
spektrum useku. Pro pfesnéjsi zjisténi prevladajici frekvence ve spektru a lepsi lokalizaci
kodujicich usekt, pouzijeme vykonové spektrum. Toto spektrum udava rozlozeni vykonu

signalu podél frekvencni osy. Diky tomu vidime, ktera slozka signalu je nejvykonné&jsi.

Vykonové spektrum ziskdme umocnénim frekvencniho spektra na druhou. V tomto
spektru nasledné pozorujeme vyrazny vrchol u prevladajici frekvence. Ve vykonovém
spektru pro sekvence DNA, period€ opakovani 3 odpovidaji vysoké hodnoty pro koeficient
k=N/3, které koresponduji s koédujicimi useky. Na Obrazku 6 je zachyceno vykonové
spektrum, za pouziti okna N=100. Proto vidime vyrazny pik na hodnoté 33,3, ktera znaci

vyskyt kodujiciho tseku. [17]

Vykonove spektrum

T C

140 T

120 - h‘ i
I

100 - i -|
[

80 B i

T

60 | N

40 -

0 10 20 30 40 50
Frekvence

Obrazek 6: Vykonové spektrum (X64775).
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Pozor si v8ak musime dat pfi pouziti 4D numerické reprezentace, kdy postup ziskani
vykonového spektra je ponékud odlisny. Po provedeni DFT, pro kazdou ¢ast indikacnich
vektorti o velikosti N, ziskame Ctyfi dil¢i spektra. Kazdé reprezentuje jeden nukleotid.
Nasledné jsou tyto dil¢i spektra umocnéna na druhou a sectena dle Vzorce 11 za vzniku
jediného vykonového spektra, ve kterém Ize opét detekovat pozadované useky.

S[k] £ |UA[K]|* + |U7[K]|? + [Uc[K]I? + |Ug[K]I*. (11)

Také je dulezité védét, ze DFT je symetricka kolem svého stiedu. Proto staci vypocist

prvni polovinu spektra N/2 a druhd je naprosto identicka. [17]

Samotné frekvencni spektrum signalu muzeme vytvorit pomoci nékolika metod.
V zaklad¢ se jedna o parametrické a neparametrické zpracovani. Metody jsou vSeobecné
popsany v Kapitole 3.1.2, kterd se vénuje tvorbé frekvencniho spektra, které je dil¢im
krokem k vytvofeni spektrogramu.

Jelikoz vstupem ke spektralni analyze je zpravidla neperiodicky signal, je tieba pred
vlastni DFT provést jeho periodizaci. Periodizace spociva ve vybéru useku ke zpracovani.
To se provadi pomoci okénkovych funkci. Nejjednodussi funkci je obdélnikové okno,

které realizuje prosty vyfez useku ze zdrojové posloupnosti bez upravy jeho amplitudy.

Pfi vybéru tseku mohou nastat dvé situace. Bud’to na sebe zacatky a konce vybranych
useku spojité a hladce navazuji anebo ne. V prvnim pfipadé neni s analyzou pomoci DFT
problém, protoze periodizovany signal nebude obsahovat zadné strmé prechody. V piipade
kdy useky na sebe nenavazuji, periodizovany signal obsahuje nespojitosti. K vyfeSeni
téchto nespojitosti poslouzi okno, které kromé& vybéru useku navic vhodn€ upravuje
amplitudu signalu (nasobeni signalu oknem). Jednou z moznosti je napf. Hammingovo
okno. Pfi jeho pouziti pak zacatek nového i konec piedeSlého tiseku na sebe hladce

navazuje, periodizovany signal neobsahuje zadné nespojitosti. [21]
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2.2 Znakové metody vyhledavani kodujicich oblasti

Jak jiz bylo feCeno, u eukaryotickych gent obsahujicich nekodujici tseky (introny),
dochazi béhem procesu transkripce k jejich vyStépeni z DNA. Mechanizmus sestiihu
intronti musi byt naprosto piesny, ponévadz exonové sekvence je nutné spojit s presnosti
jednoho nukleotidu, tak aby bylo zajisténo, ze se kodony puvodné vzdalenych exonu

budou cist spravng.

Proto by se mohlo zdat, ze pro zjisténi pfesnosti takové urovné je tieba preciznich
sestiihovych signald. AvSak v primarnich transkriptech jadernych gent jsou ukazateli
intront, tzv. dinukleotidové sekvence, které se vyskytuji vzdy na zacatcich a koncich

intrond, diky nimz je mizeme od sebe oddélit. Konkrétné:

intron

N
r A

exon - GT AG - exon

Navic existuji kratké konzervativni sekvence v mistech spojeni exonl s introny. Pro

jaderné geny vypadaji konzervativni spojeni takto:

intron
exon AL exon
f_q N_H
Ags G73 G1oo Ti00 Ass Gsa T3z . . . .. 6Py74.87N Ces A100 Gioo N

Ciselné indexy u pismen ukazuji Getnosti bazi v daném mist& v procentech - index 100
tedy znamena, ze prislusna baze se na dané pozici v sekvenci vyskytuje vzdy. N znaci, ze
na prislusné pozici mize byt kterykoliv ze ¢ty standardnich nukleotidl, Py znaci vyskyt
pyrimidini. Na zakladé této znalosti mizeme definovat algoritmus pro porovnavani
znaku, ktery je schopen rozeznavat exony od inrona. [11] [22] [27]

Dalsi moznosti pro vyhledavani kodujicich useka je, ze tii bazova periodicita v
protein-kodujicich sekvencich se v nejjednodussi znakové formé vyjadiuje cCastéjSim

vyskytem G na prvnich pozicich jadernych RNA triplett, a vyloucenim G na pozici druhé:
(G non-G N),.

Znakové metody nejsou piili§ vhodnym a spolehlivym ukazatelem kodujicich usekd,
jelikoz jsou algoritmy pro vyhledavani velmi rozmanité a jsou mezi nimi velké rozdily v

mechanizmu vyhledavani. [27]
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3 SPEKTROGRAM

V predchozi kapitole jsme se dozvédéli, ze kodujici useky nachazejici se v sekvenci
DNA vykazuji periodu opakovani rovnou 3. Tento zasadni poznatek je nesmirné dulezity

pro zpracovani a hodnoceni sekvenci pomoci spektrogramu.

Spektrogram je Casovy sled kratkodobych spekter signalu, které formuluji spektrum
jako dvourozmérnou funkci, kterd je zavisla na frekvenci a pozici v ¢ase neboli v nasem
ptipadé€ na pozici v sekvenci DNA. Spektrum signalu ziskdme naptiklad vypoctem vektoru
Fourierovy transformace omezeného ramce signalu. Téz vime, ze spektrogramy jsou
kvalitni vizualni nastroje pro sekvenéni analyzu DNA. Poskytuji nAm vyznamné informace
o sekvenci a slouzi tak k podrobnému vyhledavani vsech specialnich vzori a
charakteristik.

Hlavni myslenkou je, povazovat vyskyt kazdé nukleotidové baze jako individualni
Ciselny signal a poté ho transformovat do frekvencni oblasti. Amplituda jednotlivych
frekvenCnich komponenti nasledné uréi, jak silny je urity vzor bazového prvku
opakovany na dané frekvenci. Vyssi hodnota Casto signalizuje pfitomnost opakovani at’ jiz

samotnych nukleotidd, tak i delSich tseku. [24]

3.1 Postup vytvoreni spektrogramu

Spektrogramy se mohou vyskytovat v razném rozliSeni a s rdznou velikosti
posuvného okna N. SkuteCna analyza signalu vSak vychazi z koneCnych useku, které
ziskame pravé pomoci okna o vhodné zvolené délce. RozliSitelny rozdil frekvenci je
nepiimo umeérny délce okna, zatimco rozeznatelny pozicni usek je délce okna timérny.
Pokud zvolime urc€ity pfesah oken, zvySime tim pozi¢ni rozliSovaci schopnost a ziskdme
vice spekter, diky nimz jsme schopni lépe sledovat rychly vyvoj u vysokych kmitoctd. Vse
vSak zalezi na individualnim nastaveni uzivatelem.

Diky vizualnimu pohledu na sekvence, ktery nam pfinasi spektrogram, jsme schopni
1épe hodnotit vlastnosti a vyhledavat potiebné vzory. Spektrogram je schopny zobrazit celé

chromozomy organismii v jednom malém obrazku, coz nam pfinasi vyhodu v podobé

jednodussiho vyhodnoceni vlastnosti sekvence.
Zakladni algoritmus pro vytvoreni spektrogramu je definovan nasledovneé: [7]

e Pievod sekvence DNA na numerickou posloupnost.
e Vypocet spektra.
e Sestrojeni spektrogramu.

e Normalizace barev.
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3.1.1 Prevod sekvence DNA na numerickou posloupnost

Nejjednodussi zpasob provedeni analyzy na symbolické sekvenci je zmapovani
symboli na cCisla. Podrobné popisy metod pro prevod symbolickych sekvenci DNA na
numerické hodnoty jsou uvedeny a charakterizovany v Kapitole 1. Pro dalsi praktickou

realizaci byly zvoleny nasledujici numerické metody pro prevod sekvenci:

e 4D binarni reprezentace,
e EIIP mapovani,
e reprezentace pomoci uhll pro zkrouceni dvousroubovice,

e reprezentace pomoci pevnosti zakfiveni dvousroubovice.

3.1.2 Vypocet spektra

V na$i praci jsme si jiz pfedem zvolili diskrétni Fourierovu transformaci k vypoctu
frekvencniho spektra pro sekvenci DNA. Metodu jsme vybrali z divodu, Ze v praxi patii
k nejCastéjSim zpusoblim zpracovani signalti. Podrobné jsme ji charakterizovali v Kapitole
2.1.1. Vytvoreni frekvenCnich spekter signali muzeme provést i jinymi technikami, nez

pouze DFT. Rozd¢luji se na metody parametrické a neparametrické.

Neparametrické metody frekven¢ni analyzy jsou zalozeny na pasmovych filtrech pro
ziskany signal, coz je pro vypocet spektra ze sekvence DNA nepotiebné. Mezi tyto metody

patfi jiz zminéna Fourierova transformace nebo symbolické autokorelace. [29]

Parametrické metody jsou naproti tomu zalozeny na vypoctu autoregresniho modelu
Casové fady vzorkd. K vypoctu autoregresniho (AR) modelu lze vyuzit nékolika zptusobu,
napt. metoda nejmensich Ctvercti, feSeni soustavy Youle — Walkerovych rovnic nebo
Levisova rekurzivniho algoritmu. Autoregresni model popisuje zavislost aktualniho vzorku
signalu na predchozich hodnotach. AR model patfi k nejpouzivanéjSim modelim pfi

analyze feCi nebo spektralni analyze. Jeho struktura je uvedena na Obrazku 7. [19] [31]
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Obrazek 7: Model autoregresniho systému. [19]

Rozdily mezi témito metodami jsou v rychlosti zpracovani a efektivnosti vyhledavani.
Kdy rychlejsi je Fourierova transformace a efektivnéjsi je AR model.

Jak bylo feCeno vySe, k nalezeni periody opakovani rovné 3 ze spektra, jsme zvolili
Fourierovu transformaci. Konkrétn€ jeji modifikaci — diskrétni Fourierovu transformaci.
DFT je provedena pro kazdy ze Ctyi vektort vznikly numerickou metodou 4D binarni
reprezentace anebo pro jediny Ciselny vektor vznikly metodou EITP mapovani, reprezentaci

pomoci thli zkrouceni a pevnosti zakiiveni dvousroubovice DNA.

Vektory u 4D binarni reprezentace vytvari matici nul a jednicek, kterd ma ctyfi radky
a nékolik sloupct, kdy pocet sloupcti odpovida délce sekvence. Tato primarni matice je
poté rozdé€lena na nékolik dil¢ich matic — segmentd o zvoleném poctu sloupct, kdy pocet
sloupcti se rovna velikosti zvoleného okna o délce N. Nasledné je na kazdy segment
aplikovana DFT. Timto zpisobem ziskame 4 dilCi spektra z kazdého segmentu - pro kazdy
nukleotid jedno.

Obdobnym zpasobem je provedena DFT i pro ostatni tfi zvolené numerické metody,
které nam poskytuji pouze jeden Ciselny vektor. Posuvné okno o velikosti N, se po vektoru
sune a pocita DFT pro kazdou hodnotu, o to je algoritmus snazsi.

Takto ziskame frekvencni spektrum sekvence DNA. Dale postupujeme dle kroku
popsanych v Kapitole 2.1.1, dokud neziskame vykonové spektrum potiebné k sestrojeni
spektrogramu.
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3.1.3 Sestrojeni spektrogramu

Kroky k wvytvofeni spektrogramu jsou nasledujici: prvni ziskané vykonové
spektrum — vektor hodnot, pro prvni tsek o délce N, umistime ve vysledném spektrogramu
jako prvni sloupec. Druhé spektrum umistime jako druhy sloupec a takto postupujeme az
do posledniho spektra. Vysledny spektrogram tedy zobrazuje v kazdém sloupci dil¢i

vykonové spektrum z jednotlivych segmentd a jedna se proto o matici hodnot.

Dulezitou podminkou je velikost posunu okna N po sekvenci, kdy je mozné nastavit
libovolnou velikost posunu. Minimalni hodnota je /, coz znamend, ze druhé okno je vzato
od 2. pozice v daném segmentu do N+2, program je ovSem c¢asoveé naroc¢ny. Pokud je
hodnota posunu okna vyssi nez 10, dojde k tomu, ze pocet dil¢ich vykonovych spekter ve
spektrogramu se snizi a vysledek neni prili§ pfesny. Na druhou stranu, u dlouhych
sekvenci, dojde pii vétsSim posunu oken, ke zkraceni ¢asu vypoctu spektrogramu a také k
horsi rozliSovaci schopnosti jeho vlastnosti. Prekryvani oken tedy patfi spolu s velikosti
posuvného okna k hlavnim parametrim, které ovliviiuji dobu trvani programu a presnost

vysledného spektrogramu. [9] [13]

Osa x znaci pozice nukleotidi v sekvenci DNA a osa y periodu. Plati, Ze perioda je
podil N a k, kde N je usek sekvence a k urCuje poradi spektralni slozky (perioda = N / k).
Obé¢ osy jsou uvadény v jednotkach para bazi [bp]. [17]

3.1.4 Normalizace barev

Skalu barev pouzitou pro vytvoreni spektrogramu si volime dle osobni potieby. Pro
nasi praci jsme zvolili 256 barevnych urovni, kdy kazda hodnota v matici spektrogramu

muze mit jeden z 256 barevnych odstint:

0 — odpovida minimalni hodnot€ z matice spektrogramu,

255 — odpovida maximalni hodnoté z matice spektrogramu.

Dle tohoto barevného nastaveni jsme schopni posuzovat vlastnosti spektrogrami a
vyhledavat v nich kodujici a jiné useky. A to proto, Ze vyS§i hodnoty v matici
spektrogramu, maji pfifazenu vyss$i hodnotu z barevné palety a tak signalizuji vyskyt
kodujicich asekd a pritomnost opakovani na dané pozici.
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3.2 Vzory ve spektrogramu

Charakteristické vzory, které mizeme detekovat ve spektrogramu, je mozné roztiidit
dle jejich velikosti. Vzory slozené z milion paru bazi (bp) jsou povazovany za velké.
Vzory sestavajici z n€kolika stovek tisic nukleotidii jsou povazovany za stfedni a ty,
sestavajici z n€kolika tisic jsou pokladany za velmi malé. Typicky vétsi vzory predstavuji
strukturalni prvky a mensi vzory jsou uzite¢né pro vizualizaci nékterych protein-kodujicich

oblasti, na které se v praci zaméfujeme. [24]

3.2.1 Koédujici oblasti

vvvvvv

na period¢ opakovani 3. Proto nalezeni pozice useku v sekvenci DNA, vykazujiciho tuto

periodicitu, je vybornym ukazatelem gent u vétSiny eukaryotickych organismu.

Obrazky 8 a 9 znazoriuji spektrogramy pro urcité délky sekvence DNA
z III. chromozomu Had’atka obecného. Oba spektrogramy byly zpracovany a vytvoreny za
pomoci 4D binarni reprezentace, diskrétni Fourierovy transformace a dalSich technik pro

konstrukci spektrogramu v programovém prostiedi MATLAB (viz Kapitola 4).

Prvni spektrogram je vytvoren pro usek sekvence o délce 1-1000bp. Je pouzita délka
posuvného okna s velikosti w/=100 a posunem okna posun=1. Perioda 3 je v obrazku
ohrani¢ena Cervenym obdélnikem pro lepsi a rychlejsi zhodnoceni.

Spekirogram
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Obrazek 8: Spektrogram II1. chrom. (1kbp) C. elagans (NC_003281).
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Druhy spektrogram je vytvoren taktéz z III. chromozomu C. elegans, ale o mnohem
vetsi délce sekvence, a to 1-8.2Mbp. Je pouzito posuvné okno s velikosti wi=1024 a
velikosti posunu okna posun=1000.

1024

250
17.72
8.94 200
5.98
4.49 1150
3.59
1100
3.00
257 <
2.25
2.00

26 34 42 50 58 6.6 7.4 8.2*10°

Perioda [bp]

Pozice [bp]
Obrazek 9: Spektrogram II1. chrom. (1-8.2Mbp) C. elegans (NC_003281).

Srovnani spektrogrami pro rizné¢ dlouhé sekvence DNA provadime z divodu,
abychom ukézali, ze na krat§im useku sekvence se kodujici useky na periodé 3 vyskytuji
v kratkych blocich a jsou snadnéji detekovatelné jejich pozice. Kdezto, pfi pouziti
mnohonasobné delsiho useku sekvence, nam koédujici useky vytvoii tecky a splynou
v jednu vodorovnou, obcas prerusovanou linii. Kvili tomu je jejich vzajemné rozeznani a

uréeni pozic pouhym okem nemozné.

Na Obrazku 9 mizeme ve spektrogramu pozorovat u pravého kraje nékolik vyraznych
usekl, o vysoké intenzité, které jsou naskladany nad sebou. Jedna o oblasti, jez odpovidaji

tandemovym repeticim, o kterych je pojednano v nasledujici kapitole.

Dalsi velice vyrazné useky projevujici se vysokou intenzitou, se u obou spektrogramt
nachazeji na periode 10 - 11bp. Jedna se o zony v sekvenci DNA s velice silnym vyskytem
A a T nukleotidd. Tato perioda se mize vztahovat na strukturu DNA dvousroubovice, ktera
ma v pruméru periodicitu 10,4bp. [12]

23



3.2.2 Repetitivni oblasti

Pouhych 10% genomové DNA u eukaryotnich organismi a Clovéka jsou kodujici
sekvence organizované v exonech. Tak jako kodujici DNA i nekodujici mize byt unikatni

anebo se muze nachazet v genomu ve vice identickych nebo podobnych kopiich.

U prokaryot vétsina DNA koduje proteiny. Naopak u eukaryot jen asi 1,5% DNA
koduje proteiny a zbytek - nekddujici DNA je tvofena ¢asteCné introny, ale predevsim tzv.
repetitivni DNA — oblasti s vysokym mnozstvim kopii. Repetitivni oblasti se déli do dvou

skupin a to na rozptylené repetice a tandemové repetice.

Rozptylené repetice se nachazeji v sekvenci v samostatnych blocich a mizeme je

rozdélit na transpozony a retrotranspozony.

Pokud se kopie sekvencniho motivu nachazeji v blocich tésné za sebou, mluvime o
tandemovych repeticich. Tandemové repetice jsou sekvence nékolika nukleotidd,
opakované mnohokrat za sebou, napt. GTTACGTTACGTTACGTTACGTTACGTTAC.
Sekvence GTTAC se muze az n€kolik set tisickrat opakovat. Diky tomu, Ze tandemové
repetice se opakuji tolikrat za sebou, ma tato ¢ast chromosomu ponekud jiné slozeni CG a

AT nez ostatni ¢asti chromosomu a proto jsou dobfe viditelné ve spektrogramech.

Tandemové repetice se déli na tii typy:

e nejdelsi Casti se nazyvaji satelity, délka sekvence muze bat az nékolik kbp,
nachazeji se nejcastéji v telomerach,

e kratsi useky jsou minisatelity s délkou sekvence 6 az 100bp, pouzivaji se jako
genetické markery,

e nejkratsi pasaze jsou mikrosatelity o délce sekvence 2 az 5bp, nejCastéjSimi
mikrosatelity jsou dinukleotidy (CA) a trinukleotidy (CAG). [24] [30]
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Obrazek 10 prezentuje spektrogram III. chromozomu C. elegans od délky sekvence
7,4.10° az 7,46.10°bp. Tento spektrogram je zobrazen z divodu lepsi piedstavivosti o
vyskytu a rozlozeni tandemovych repetic v sekvenci. Pouzita sekvence DNA je upravena
pomoci numerické metody 4D binarni reprezentace, DFT a dalSich modifikaci vedoucich
k vytvoteni spektrogramu v programovém prosttedi MATLAB (viz Kapitola 4). Bylo

pouzito okno o velikosti w/=100 a posun=1.

Spektrogram
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Obrizek 10: Spektrogram II1. chrom. (7.4 — 7.42.10%p) C. elegans (NC_003281).

Ve vyse predstaveném spektrogramu jsou jasné viditelné opakujici se sekvence, které
se projevuji vyssi intenzitou barvy. Mirné odchylky v zakladnim opakovani se nam jevi
jako svislé Cary, které od sebe odd€luji jednotlivé useky. Muze se vSak jednat i o useky bez
opakovani.

Prvni usek se vyznacuje velkym poctem opakovani vzort nad sebou a také dlouhou
délkou opakujicich se vzord za sebou, ¢imz vznika tento ojedinély jev, ktery se
pozorovateli jevi jako souvislé linie. Podle poctu ¢ar v kazdém useku se da stanovit délka

vzoru, ktery se neustale opakuje.

25



3.2.3 CpG ostruvky

Jako CpG ostrivky jsou oznaCovany velmi kratké useky se zvySenym vyskytem CG
dinukleotidii nez v jinych Castech DNA. CpG je zkracené oznacCeni pro strukturu cytosin
(C) — fosfodiesterova vazba (p) — guanin (G). Zakladni vlastnosti téchto ostrovu je jejich
minimalni délka (1kbp) a procentualni zastoupeni téchto nukleotidd v genech (60 — 70%
v lidském genu). V genomech savci maji CpG ostruvky obvykle délku 300-3000 bp a jsou
v blizkosti pfiblizné¢ 40% promotort, které slouzi jako ukazatelé zacatkt gend a jsou
nepostradatelné pro hlavni funkci buiky. V barevnych spektrogramech, kterymi se
zabyvame v na$i praci vS§ak CpG ostruvky nelze nalézt. Jsou detekovatelné pouze v RGB

spektrogramech. [33]

RGB obraz je barevny obraz, ktery vyuziva 3 zékladni vrstvy: Cervenou (Red),
zelenou (Green) a modrou (Blue). Aby byly DNA sekvence Citelnéj§i, mohou byt tyto tfi
vrstvy systému RGB prifazeny jednotlivym nukleotidim. V dusledku toho, kazdy
nukleotid odpovida odliSnému odstinu. Dle zabarveni spektrogramu poté urcujeme
nejcastéji vyskytovanou bazi. V programovém prostiedi uzivatelskou paletu vytvofime
pomoci matice M x 3, kde M je pocet barev v paleté a hodnoty jsou od 0 do 1, kde kazdy
fadek predstavuje jednu ze tfi barev. Nula znamena 0% podil dané barvy, jednicka 100%
podil dané barvy. [2] [5]

Obrazek 11 prezentuje RGB spektrogram, ve kterém se nachazeji 2 oblasti se
zvySenym vyskytem CpG ostravka - znaCeny zelen€. Zony jsou od sebe oddé€leny sekvenci
bohatou na nukleotid A, kterému byla pfifazena modra vrstva. Nukleotidu 7 byla pfifazena

vrstva Cervena. Jakakoli jina barva ve spektru je slozena smichanim téchto tfi vrstev. [24]
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Obraizek 11: RGB spektrogram chr. XXII. Homo sapiens, 2894684 — 28968 15bp. [24]
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3.3 Prahovani spektrogramu

Pokud si prejeme zjistit presné pozice kddujicich usekt v sekvenci DNA, které nejsou
z barevného spektrogramu pfili§ jasné, poslouzi nam k tomu prahovani spektrogramu.
prahovani je funkce, ktera prevadi barevny obraz na binarni — Casto oznaCovany jako

cernobily, tj. ma jen dvé barvy Cernou a bilou.

Jelikoz vime, ze vy$Sim hodnotam v matici spektrogramu jsou piifazeny vyssi barevné
odstiny (viz Kapitola 3.1.4), mizeme v programovém prostiedi MATLAB nastavit urcity
prah dle barevné palety. Podle tohoto prahu vytvofime z barevného spektrogramu binarni
obraz, kdy kazdy pixel = kazda hodnota v matici, ma jednu z pouze dvou moznych barev.
Hodnoty nad zvolenym prahem jsou znaCeny bile a predstavuji ve vysledném binarnim
obraze kodujici oblast. Hodnoty pod prahem jsou pro nas nepodstatné, a proto jsou
znaCeny Cerné. Timto postupem ziskame obraz, ze kterého mizeme piesné lokalizovat

pozice kodujicich usekd v sekvenci.

Na Obrazku 12 a) je znazornén spektrogram vytvoreny v barevné paleté jer, na
obrazku b) je z barevného spektrogramu vytvofen binarni obraz, ve kterém jasné vidime
pocatek a konec kodujiciho tiseku. Cela sekvence DNA O. sativa byla zpracovana pomoci
4D binarni reprezentace, DFT v programové prostiedi MATLAB. Bylo pouzito okno o
velikosti wl=100 a posun=1. Prah pak byl nastaven na hodnotu 750.

a)

100

Binarni obraz

Spektrogram

Perioda [bp]
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Obrazek 12: Barevny spektrogram a bindrni obraz (X64775).
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4 REALIZACE METOD V PROGRAMOVEM
PROSTREDI MATLAB

Diky vyse ziskanym teoretickym znalostem o vlastnostech kodujicich useku, je v této
kapitole popsan postup vytvofeni programu pro identifikaci téchto oblasti v DNA
sekvencich. Podstatou programu je vytvofit spektrogram, v ném vyhledat kodujici useky,

které se projevuji vysokou intenzitou na periodé 3 a detekovat jejich pozice v sekvenci.

Program je realizovan v programovém prostiedi MATLAB a pracuje se sekvencemi,
které jsme ziskali z bioinformatické nemoderované databaze GenBank, kterou provozuje
NCBI (The National Center for Biotechnology Information).

Sekvence z databaze jsou ulozeny v jednoduchém formatu *fasta. Fasta format
obsahuje hlavicku, ktera je zobrazena na prvnim rfadku a obecné popisuje sekvenci — nazev
sekvence, anotace a dalsi udaje, které nejsou soucasti samotné sekvence. Na druhém tadku

pak nasleduje surova posloupnost v podobé symbold. [6]

Priklad sekvence DNA ve formatu *fasta pro O. sativa:

>gi|312289|emb|X64775.1| O.sativa short highly repeated, interspersed DNA

ATGGAGAGCGACTGCCAGTTCTTGGTGGCGCCGCCGCAGCCGCAC ..

4.1 Skladba navrzeného programu

Z divodu Ctyf metod pouzitych pro numerické reprezentace DNA (viz Kapitola 3.1.1)
a jejich odliSného programového zpracovani, jsme vytvofili Ctyfi hlavni programy pro
analyzu DNA sekvenci pomoci spektrogramu (viz ptfiloha na CD). Programy jsme

pojmenovali dle pouzité numerické reprezentace s dodatkem *_spektrogram.m:

e Binarni_spektrogram.m,
e EIIP spektrogram.m,
e BendingStiffness_spektrogram.m,

e PropellerTwist_spektrogram.m.

Hlavni programy slouzi pro nacteni sekvence, definovani dilc¢ich proménnych, tvorbu
spektrogramu a jeho nasledné upravy. Daéle je utvofeno n€kolik vlastnich samostatnych
funkci, které jsou dulezité a potfebné pro chod programu, numerickou tpravu sekvenci,

vypocet DFT ataké z divodu lepsi prehlednosti.
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V samotném zacatku programu je nejprve nutné nacist zvolenou sekvenci DNA, ve
formatu* fasta. Toho docilime pomoci MATLABovské funkce fastaread. Tato funkce
nacte do proménné Seqg celou symbolickou sekvenci DNA. Do proménné head jsou
ulozeny obecné informace o sekvenci. Nasleduje moznost vybéru délky sekvence, nebo
oblasti, ze které vyzadujeme sestrojit spektrogram. Napt. Seq=Seq(1:1000), kdy tento

zapis znaci, ze dale je pracovano pouze se sekvenci v délce 1000 nukleotida.

Poté co mame sekvenci DNA nactenu, vybranu oblast zdjmu, zjis§ténu délku sekvence
a nastaveny promeénné, muzeme nechat program, aby vytvoril spektrogramu. Po vytvofeni
spektrogramu nasleduje nékolik operaci k jeho uprave, normalizaci a prahovani. Podobu
spektrogramu Ize ménit individualnim nastavenim nekolika parametri a proménnych, jako
je délka zobrazované sekvence, velikost posuvného okna, velikost posunu okna, barevna

paleta, normalizace barev ¢i prahovani.

4.1.1 Vlastni funkce pouzité v programu

V tomto oddilu uvadime funkce nutné pro chod programu a také popisujeme jejich
struény vyznam. Pro tvorbu funkci zalozenych na numerickych reprezentacich DNA

vychazime z teoretickych poznatkt o téchto metodach uvedenych v Kapitole 1.

e BinPrevod — jde o funkci, ktera zajistuje prevod nukleotidd na zakladé 4D
binarni reprezentace (viz Kapitola 1.3). Tato funkce nam vytvoii ¢tyfi indikacni
vektory. Je sou€asti programu Binarni_spektrogram.m.

e FEIIP Prevod — funkce, jenz prevadi baze na numerickou posloupnost. Je
zalozena na mapovani pomoci elektron — iontového potencialu DNA (viz
Kapitola 1.5). Patfi k programu EIIP_spektrogram.m.

e BendingStiffness — funkce pro transformaci dinukleotidd na numerické hodnoty.
Vychazi z reprezentace pomoci pevnosti zkrouceni dvousroubovice DNA (viz
Kapitola 1.6). Je nedilnou Casti programu BendingStiffness_spektrogram.m.

e Propeller_Twist — jedna se o funkci, slouzici k prevodu dinukleotidi na
posloupnost Cisel. Je zalozena na reprezentaci pomoci thlu zakfiveni DNA (viz
Kapitola 1.7). Radi se k programu PropellerTwist_spektrogram.m.

o Fourier_transform — funkce potfebna pro vypocet frekvencniho spektra pomoci
diskrétni Fourierovy transformace. Tato funkce je soucasti vSech 4 programu
(Binarni_spektrogram,  EIIP_spektrogram,  BendingStiffness_spektrogram,
PropellerTwist_spektrogram).
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4.1.2 Vyznam funkci v programu

Nejprve je nactena sekvence DNA. Pokracujeme ptivolanim funkci pro numerickou
reprezentaci (BinPrevod, EIIP_prevod, BendingStiffness a PropellerTwist). Tyto
reprezentace prevedou symbolickou sekvenci na vektor cisel. Nejslozitéj§i z funkcei je
BinPrevod. Nejedna se pouze o vytvoreni jednoho vektoru hodnot ze sekvence, ale o
tvorbu Ctyf indikaCnich vektord pro nukleotidy. Takto ziskame matici hodnot, kterou
program Binarni_spektrogram musi prochazet. Doba pro vypocet spektrogramu se tim

prodluzuje.

Dale jsou zavedeny proménné, jako je délka sekvence L, velikost posuvného okna wl
(v teoretické Casti prace znaceno jako N) a velikost posunu okna po sekvenci posun. Posun
okna udava, o kolik nukleotidi se okno na sekvenci posune vzhledem k predchozi pozici.
Cim mensi posun okna je, tim ziskame v&tsi rozliSeni, aviak na ukor delsi doby vypoétu. Je
také dulezité, aby pouzité okno délky wl bylo dostatecné velké (od nekolika desitek az po
nékolik tisic) tak, aby efekt periodicity dominoval spektru pozadi. Nicméné dlouhé okno
znamena del$i dobu vypoctu a také ma za nasledek zna¢né kompromisy v umisténi
kodujicich usekdt v sekvenci. V nasi praci mame zvolenou velikost okna wi=100, pro
sekvence v tadech kbp a posun=1, pro sekvence v fadech desitek kbp je zvolena délka
okna wi=1000 a posun=100.

Vytvotenim for cyklu v programu, docilime prochazeni vektoru hodnot a vykonavani
operaci, které vedou k vytvoreni spektrogramu. For cyklus prochéazi vektor hodnot a na
kazdé pozici provadi dané operace. Je nastaven od hodnoty / do L-wl, s krokem o velikosti
dva for cykly, které zajistuji prochdzeni matice hodnot vzniklé 4D binarni reprezentaci.
Prvni for cyklus prochazi vzniklou matici hodnot po sloupcich. Druhy for cyklus prochazi
matici po fadkach. Cyklus obsahuje proménnou seq_I, jednd se o vektor, jehoz pocet
hodnot odpovida velikosti okna wl. Od kazdé hodnoty v proménné seq_I, je odecitana
sttedni hodnota, ktera vznikne jako primér hodnot, které proménna obsahuje. Tim
zaruc¢ime, ze vysledek ma stfedni hodnotu na nule — odstranime stejnosmérnou slozku.
Proménna seq_1 je nasledné nasobena funkci hamming, ktera vzniklému signalu zaruci, na
zakladé nasobeni signalu Hammingovym oknem, jeho periodicitu. Poté useky vstupuji do
dalsi ¢asti, kterd z nich pocitd frekvencni spektrum, na principu DFT, pomoci pfivolané
funkce Fourier_transform. Nasleduje umocnéni frekvencniho spektra, z daného tseku, na

druhou a ulozeni do proménné vykon_spektrum.

Samotny spektrogram je vytvoren jako transpozice vykonového spektra. Transpozice
nam zaruCi prevod vykonového spektra jednotlivych usekt (fadkd) na sloupce ve
vysledném spektrogramu.
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Pro lep§i prehlednost jsou v Tabulce 3 uvedeny dalsi funkce pouzité v programu.
Jedna se o preddefinované MATLABovské funkce.

Tabulka 3: Seznam funkci pouzitych v programu.

Vyznam funkce Nazev funkce
sloupec s barevnou paletou colorbar
nastaveni barevné palety colormap
exponencialni funkce ¢* exp
otevieni grafického okna figure
index prvku vektoru find
zaokrouhleni k minus nekone¢nu floor
zména hodnot na ose gca
pouziti Hamming. okna pro periodicitu signalu hamming
zobrazeni obrazu image
délka vektoru length
vektor s kone¢nou aritmetickou posloupnosti linspace
maximum / minimum max / min
stfedni hodnota mean
matice obsahujici jednicky ones
zaokrouhleni k nejbliz§imu celému Cislu round
nastaveni grafického objektu set
pocet fadku a sloupct matice size
soucet prvku sum
nazev obrazu title
pfevod malych pismen na velka upper
popis osy x/y xlabel / ylabel
vynaseci ¢arky na ose x /'y XTick / YTick
popis vynasecich carek na ose x /'y XTickLabel / YTickLabel
matice obsahujici nuly zeros
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4.1.3 Normalizace barev spektrogramu

Normalizace barevnych slozek spektrogramu je vypoctena pomoci stfedni, maximalni
a minimalni hodnoty z matice hodnot spektrogramu. Stfedni hodnota je zjisténa pomoci
funkce mean a kazda hodnota z vysledného spektrogramu je podélena trojnasobkem této

stfedni hodnoty. Timto zpiisobem snizime rozptyl hodnot v matici spektrogramu.

Posléze je stanovena minimalni a maximalni hodnota z matice spektrogramu, pomoci
funkci min / max a dle nich provedena normalizace ostatnich hodnot. Zjistime minimalni
hodnotu z matice, kterou nasledné odeéteme od vSech ostatnich hodnot. Takto nastavime
nejmensi hodnoty v matici na 0 — nejniz$i intenzita z barevné palety. Poté urcime
maximalni hodnotu, kterou nejprve podélime vSechny hodnoty v matici a pak vynasobime
Cislem 255, ¢imz maximalnim hodnotam pfifadime nejvyssi intenzitu z barevné palety.
Tak provedeme normalizaci barev ve spektrogramu, jak jsme popsali v Kapitole 3.1.4.
Ostatnim hodnotam z matice, které se nachdzeji mezi maximem a minimem jsou piidéleny

barevné slozky dle odpovidajici barevné palety.

Normalizace hodnot se ov§em nedd rozumné provést pro cely spektrogram. Nastava
totiz problém s maximy, ktera se vyskytuji i na jinych periodach a jsou mnohdy vyS$si nez
na periodé 3, kterou vyzadujeme. Timto zpisobem by se nam useky na tieti periodé
potlacili a nebyly by spravné detekovatelné. Proto jsme zvolili v programu normalizaci
barev spektrogramu pouze podle urc¢itého tuseku - kolem tieti periody. Pozadovany usek
hodnot jsme definovali takto: wi/3-2 : wil/3+2. Kdy wi/3 vychazi z koeficientu spektra
k=N/3 a odpovida tak periodé 3 (viz Kapitola 2.1.1). Cislo 2 znag&i pocet fadka nad a pod

periodou tf1, v matici spektrogramu.

Na Obrazku 13 je znazornén rozdil mezi spektrogramy: a) s normalizaci barev, b) bez
normalizace. Je patrné, ze pokud neni provedena normalizace barev, neni mozné detekovat

kodujici useky. Byl pouzit program Binar_spektrogram.m, okno wi=100, posun=1.

Spektrogram Spekirogram
100

250
15.52

Perioda [bp]
Perioda [bp]

g

2.24

2
1 112 223 334 445 557 668 779 890 1001 1 112 223 334 445 557 668 779 890 1001
Pozice [bp] Pozice [bp]

Obrazek 13: Srovnani spektrogrami s / bez normalizace, 1kbp-2kbp, (NC_003281).
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4.1.4 Tvorba binarniho obrazu

Pro ptesnéjsi zobrazeni kodujicich usekd a nalezeni jejich pozice, vyuZzijeme
prahovani spektrogramu. Prahovani je opét provedeno pouze pro usek kolem tieti periody
a vysledek je vykreslen do samostatného obrazku s nazvem Binarni spektrogram. Vybérem
oblasti kolem periody 3 se zbavime toho, abychom detekovali useky o vys$i intenzit€,
které se nachazeji i v jinych periodach a detekovali pouze kodujici oblasti. Jednotlivé
barevné slozky spektrogramu nam ilustruje Skala barev umisténd vedle spektrogramu a
vykreslena pomoci funkce colorbar. My mame zvolenu 256 uroviiovou barevnou paletu
jet. Diky této paleté si muzeme nastavit potiebnou prahovou hodnotu, pro identifikaci

pozadovanych tseki ve spektrogramu, které se projevuji uréitou barvou.

Napt. hodnoty v matici pod 150 jsou ulozeny jako ¢islo 0 a znaeny v binarnim obraze
cern€, hodnoty nad 150 jsou ulozeny jako Cislo 255, znaceny bile a predstavuji koddujici
oblast (viz Kapitola 3.3). Vysledny binarni obraz je vykreslen pomoci funkce
colormap(gray(256)).

Takto ziskdme ze spektrogramu binarni obraz, ze kterého jsme schopni presné
lokalizovat polohu a vyskyt kodujicich usekll v sekvenci DNA. Obrazek 14 predstavuje
binarni obraz kolem tfeti periody pro sekvenci 1kbp — 2 kbp 1II. chromozomu C. elegans.

Bil¢é oblasti znaci kodujici tiseky.

Binarni obraz

3.22581

3.125

3.0303

Perioda [bp]

2.94118

2.85714

1 112 223 334 445 557 668 779 890 1001
Pozice [bp]

Obraizek 14: Binarni obraz C. elegans, 1kbp-2kbp (NC_003281).
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4.1.5 Detekce pozic kédujicich useku

Zjisténi polohy kodujicich tsekt v sekvenci DNA provedeme ze vzniklého binarniho
obrazu, ve kterém jasn€ vidime bile znaCené useky, jejichz pozice pozadujeme. Bilé oblasti

vyskytujici se té€sné nad sebou, jsou seCteny a povazovany za jeden kodujici usek.

V programovém prostiedi je detekce pozic realizovana tak, ze nejprve zjistime
umisténi hodnot, rovnych Cislu 255, v binadrnim obraze, tyto hodnoty znaci kodujici useky.
Nasledné je zjisténa vzdalenost mezi témito pozicemi a dle toho stanovena podminka.
Podminka nam ftika, ze pokud vzdalenost mezi dvéma sousednimi pozicemi je rovna
hodnoté 1, jedna se o zacatek kodujiciho useku a ten ma délku takovou, dokud trva
podminka. Pfi pfekroCeni vzdalenosti vétsi nez 1, jde o ukonceni kodujiciho useku a
ulozeni posledni pozice, kterd podminku spliiovala. Je v§ak nutné pretransformovat pozice
usekl z binarniho obrazu na skute¢né pozice v sekvenci DNA. K tomu nam poslouzila

funkce linspace.

Vysledky pozic jednotlivych kodujicich tsektt jsou ukladany do proménné
pozice_exonu a vypisovany v okn& Command Window. Useky jsou zapisovany do
sloupeckt, kdy 1. fadek v kazdém sloupci predstavuje zaCatek useku a 2. fadek znaci

ukonceni daného useku v sekvenci DNA. Pozice jsou udavany v bazich paru [bp].

Obrazek 15 predstavuje formu vykresleni spektrogramu, binarniho obrazu a vypis
pozic kodujicich usekid v sekvenci DNA pro III. chromozom C. elegans (NC_003281)

v délce sekvence 1kbp-3kbp. Sekvence je zpracovana programem EIIP_spektrogram.m.

Spektrogram Binarni obraz

3.22581

3.125

3.0303

Perioda [bp]
Perioda [bp]

2.94118

2.85714

2
1 223 445 668 890 1112 1334 1557 1779 2001 1 223 445 668 890 1112 1334 1557 1779 2001
Pozice [bp] Pozice [bp]

pozice exonu =

1 417 570
1le 455 607

Obrazek 15: Vysledky pro programu EIIP_spektrogram.m, 1kb-3kbp, (NC_003281).

34


file:///kbp-3kbp

Grafické znazornéni postupu tvorby spektrogramu a ziskani pozic kodujicich tseku je

naznaceno na Obrazku 16.

}

Numericka reprezentace

Fourierova transformace

Umocnéni spektra

Prahovani

'

3!

Binarni obraz

Pozice useku

>

Nacteni sekvence

ve formatu *. fasta.

Prevod symbolu na Eisla.

Zisk frekvenéniho spektra.

Zisk vykonového spektra.

Transpozice vykonového spektra.

Cernobily obraz.

Detekce pozic kodujicich useki

v sekvenci.

Obrazek 16: Blokové schéma vytvoreni spektrogramu a ziskani kodujicich usekd.
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4.2 Vysledky jednotlivych programi

Na nize uvedenych obrazcich jsou uvedeny barevné spektrogramy, pro konkrétni
sekvence, zpracované pomoci 4 programu (viz Kapitola 4.1). Programy jsou zalozeny na
rozdilnych numerickych reprezentacich sekvence DNA (viz Kapitola 1). Dale jsou
uvedeny vysledky detekce pozic kddujicich tiseki pomoci nami vytvorenych programua a
srovnany s vysledky v databazi NCBI.

4.2.1 Oryza sativa

Sekvence DNA Ryze seté (O. sativa), koduje v celé délce 303bp nejmenovany protein
a navic se projevuje velkym mnozstvim opakujicich se usekii na periodé 3. Proto je

dobrym ukazatelem pro zjisténi presnosti nami navrzenych metod.

a) 4D numericka reprezentace b) EIIP mapovani

Spekirogram Spekirogram
100

15.52

8.41

5.77
4.39 7150
3.54

2.97 e —

2.56

Perioda [bp]
Perioda [bp]

2.24
2
1 35 68 102 135 169 202 236 269 303 1 35 68 102 135 169 202 236 269 303
Pozice [bp] Pozice [bp]
c¢) reprezentace pomoci uhlu zkrouceni d) reprezentace pomoci pevnosti zakfiveni
Spektrogram Spektrogram

100

<1150

Perioda [bp]

1 3 68 102 135 169 202 236 269 303 1 3 68 102 135 169 202 236 269 303
Pozice [bp] Pozice [bp]

Obraizek 17: Barevné spektrogramy pro celou sekvenci O. sativa (X64775).
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U vSech programi byla nastavena délka okna wi=100, posun=1 a prah=170.
Tabulka 4 prezentuje ziskanou pozici opakujiciho se useku v sekvenci DNA pomoci

raznych programid. Dosazené vysledky jsou porovnany s vysledky v databazi NCBI.

Tabulka 4: Pozice useki v sekvenci O. sativa.

Program Pozice opakujiciho se useku [bp]
Binarni_spektrogram.m. 131... 188
EIIP_spektrogram.m. 124... 183
PropellerTwist_spektrogram.m. 16... 73, 260... 303
BendingStiffness_spektrogram.m. 4... 89, 146... 239
databaze NCBI 142... 186

Nejblize spravnému feSeni je metoda zpracovani sekvence pomoci 4D binarni
reprezentace, ktera se liSi pouze o nékolik jednotek pozic. Blizko je téz metoda EIIP
mapovani, ale ostatni dvé metody detekovali tsek naprosto mimo, coz je vidét i na prvni

pohled z barevnych spektrogramd.

4.2.2 III. chromozom Caenorhabditis elegans

Néami pouzitd sekvence DNA Hadatka obecného (C. elegans), je v praxi hojné
vyuzivana. Jelikoz bylo u tohoto hlista identifikovano pres 18 tisic gend kodujicich
proteiny, stal se tak dobrym indikatorem pro hodnoceni experimentalnich vysledku a je
vyznamnym nastrojem molekularni a vyvojové biologie. Jedna se rovnéz o prvni
mnohobunéény organismus, u néhoz byl osekvenovan kompletni genom. Spolu s
octomilkou nebo potkanem je jednim z modelovych organismi vyuzivanych pfi

vyzkumu. [35]

Pro zpracovani sekvence III. chromozomu C. elegans v programovém prostiedi
MATLAB, je vybran pouze usek (1kbp — 3kbp) z celé sekvence tohoto chromozomu, ktery
obsahuje ptes 13Mbp. Pozice ziskanych kodujicich useka jsou pfepocteny na presné pozice
v celé sekvenci, ne pouze v dané Casti sekvence. V programech jsme pouzili délku okna

wl=100, posun=1 a prah=170.
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a) 4D numericka reprezentace b) EIIP mapovani

Spektrogram Spektrogram

Perioda [bp]

Perioda [bp]

2
1 223 445 668 890 1112 1334 1557 1779 2001 1 223 445 668 890 1112 1334 1557 1779 2001
Pozice [bp] Pozice [bp]
¢) reprezentace pomoci uhlu zkrouceni d) reprezentace pomoci pevnosti zakfiveni
Spektrogram Spektrogram

Perioda [bp]
Perioda [bp]

2 2
1223 445 668 830 1112 1334 1557 1779 2001 1 223 445 668 890 1112 1334 1557 1779 2001
Pozice [bp] Pozice [op]

Obraizek 18: Barevné spektrogramy pro II1. chrom. C. elegans, 2kbp, (NC_003281).

Tabulka 5 predstavuje seznam ziskanych pozic kodujicich usekti v sekvenci DNA
ziskanych pomoci 4 programi (viz Kapitola 4.1). Dosazené vysledky jsou porovnany
s vysledky v databazi NCBI, kdy spravnému feseni se nejvice piiblizil program zalozeny
na numerické metodé zpracovani sekvence pomoci reprezentace pevnosti zakiiveni
dvousroubovice DNA. Metoda vSak nedetekovala presné pozice kodujicich useku, ale na
rozdil od dalSich tfi metod, se pozice li§ili jen nepatrné.
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Tabulka 5: Pozice kodujicich useku v sekvenci C. elegans, 2kbp.

Program

Pozice kédujicich useki [bp]

Binarni_spektrogram.m.

... 1379, 1421... 1440

EIIP_spektrogram.m.

1002...
1573...

1005, 1008... 1008, 1419... 1453,
1604

PropellerTwist_spektrogram.m.

1297...
2909...

1367, 1873... 1929,2172... 2203,
2915

BendingStiffness_spektrogram.m.

1001...
1477...
2669...

1004, 1228... 1259, 1365... 1375,
1521, 2542... 2555, 2667... 2667,
2669, 2674... 2743, 2776... 2812

databaze NCBI

1271...
2817...

1507, 1558... 2167, 2681... 2764,
2917

Pro presnéjsi detekci kodujicich pozic ze sekvence, by bylo mozné nastavit kratsi

délku posuvného okna, jelikoz dlouhé okno mé za nasledek znacné kompromisy v

umisténi kodujicich tisekt v sekvenci a také znamena delsi dobu vypoctu.

Na dalsi sadé Ctyf spektrogramt jsme pouzili stejnou sekvenci III. chromozomu

C. elegans, ale zvolili jsme vétsi délku sekvence, konkrétné 60kbp. V programech jsme

nastavili také vétsi délku okna wi/=1000, jelikoz velikost posuvného okna, by méla

odpovidat délce sekvence. Pokud je okno pfilis kratké, program nenajde pozadované

kodujici tseky a z toho divodu je spektrogram nevérohodny. Také se prodlouzuje doba

vypoctu. Naopak pii délce okna moc velké, je spektrogram neptehledny a Spatné se z néj

hodnoti vlastnosti dané sekvence DNA. Dalsi parametry v programech jsou nastaveny

takto: posun=100, prah=170.
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Obrazek 19: Barevné spektrogramy pro II1. chrom. C. elegans, 60kbp, (NC_003281).
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Tabulka 6: Pozice kodujicich tseku v sekvenci C. elegans, 60kbp.

Program Pozice kodujicich useku [bp]
Binarni_spektrogram.m. 35043... 35348, 41766... 41970
EIIP_spektrogram.m. 35043... 35348
PropellerTwist_spektrogram.m. 41664... 42072
BendingStiffness_spektrogram.m. 41664... 41970

Tabulka s hodnotami pozic uvedenych v databazi NCBI neni uvedena, jelikoz v této
délce sekvence se vyskytuje pres 11 kratkych usekd kodujicich proteiny. Nase metody je

nebyli schopné detekovat a zachytili pouze useky o vétsi délce.

Diky spektrogramu vytvoienému z celé sekvence DNA, jsme schopni rozlisit, zda se
jednd o tandemovou repetici nebo kodujici usek. Proto sestrojujeme spektrogram z celé

sekvence a ne jen z Casti kolem tfeti periody.

I kdyz v tomto pripad€, bychom mohli z vytvofenych obrazkl usoudit, ze se jedna o
tandemové repetice, ve skuteCnosti se na pozici 41063... 41971bp opravdu vyskytuje
kodujici asek. Proto je nutné si spravnost ziskanych vysledkt prekontrolovat s vysledky
v databazi NCBL

4.2.3 Interleukin 10

Interleukin 10 (IL 10) je gen, vyskytujici se v sekvenci Homo sapiens. Jeho délka
sekvence je 4892bp, takze se jedna v podstaté o velmi kratky usek. Protein kodovany timto
genem je cytokinin, produkovany hlavné monocyty a v mensi mife také lymfocyty. Tento
cytokinin ma viceplosné ucinky pfi regulaci imunitnich onemocnéni a zanétech u ¢loveéka.
Studie na mySich objevila dalsi funkci tohoto cytokininu a tou je, ze funguje jako zakladni
imunoregulator ve stfevnim traktu. Mutace v tomto genu jsou spojeny se zvysSenou

citlivosti na HIV infekci a revmatoidni artritidy.

Pro zpracovani sekvence genu ILI0 v programovém prosttedi MATLAB, jsme
nastavili proménné nasledovné: délku okna wi=100, posun=1 a prah=140.
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Obraizek 20: Barevné spektrogramy pro cely gen IL 10 (NC_000001.10).
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Tabulka 7 obsahuje soubor pozic kodujicich usekti v sekvenci daného genu. Pozice
jsme ziskali pomoci 4 programi blize specifikovanych v Kapitole 4.1. Nami dosazené

vysledky jsou porovnany s vysledky v databazi NCBI.

Tabulka 7: Pozice kodujicich tisekl v sekvenci genu IL 10.

Program Pozice kédujicich useki [bp]

229... 292, 862... 875, 1029... 1100, 1244...
1245, 1453... 1491, 1597... 1597, 1599...
1600, 1614... 1614, 2253... 2262, 2264...
2264, 2582... 2610, 2653... 2657, 3010...
3037, 3114... 3125, 3481... 3505, 3827...
3858

Binarni_spektrogram.m.

858... 890, 1047... 1104, 1456... 1489,

EHNP_spekirogram.m. 1516... 1590, 2265... 2270

250... 295, 864... 872, 1036... 1084, 1086...

BendingStiffness_spektrogram.m. 1087, 1445... 1492, 1515... 1547, 2372...
2380, 2552... 2581

856... 864, 1063... 1106, 1503... 1555,

PropellerTwist_spektrogram.m. 2629... 2677,3688... 3700, 3714... 3734,
3814... 3855, 4424... 4454

60... 224, 1080... 1139, 1436... 1588, 2601...

databaze NCBI 2666, 3767... 3859

Nejblize se experimentalnim vysledkiim pfiblizil program zalozeny na EIIP mapovani
sekvence. Metoda opét nedetekovala presné pozice kodujicich aseku, ale byla jim velmi

blizko. Ostatni metody detekovali 1 jiné, ve skuteCnosti nekodujici pozice.
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ZAVER

Naplni této bakalarské prace je vyhledat pozice kodujicich usekii v sekvenci DNA
eukaryotickych organismi, pomoci analyzy spektrogramu. V samém zacatku prace jsme
seznameni s tematickou oblasti numerického zpracovani sekvenci. Nasleduje vycet metod,
pomoci kterych lze vyhledavat pozadované useky ze sekvence. Jedna se o vyhledavani

pomoci Cisel, anebo pomoci znakl. V teoretické Casti je také uveden zpusob zhotoveni

spektrogramu ze sekvenci DNA a vycet ruznych vzoru, které jsme z n€j schopni detekovat.

Praktickd Cast prace je popsana v samostatné Ctvrté kapitole. Tato kapitola je
zamefena na realizaci konkrétnich programi v programovém prosttedi MATLAB,
vedoucich k sestrojeni spektrogramu. Jednotlivé programy jsou zalozeny na rozdilnych
numerickych reprezentacich sekvence DNA a nasledného (Cislicového vyhledavani
kodujicich useki.

Vytvofenim ¢tyf odliSnych programi, jsme mohli hodnotit jejich schopnosti a
spolehlivost pfi vyhledavani tseki ze sekvenci. Pro porovnani programi jsme pouzivali
stejné sekvence a nastavili shodné parametry. Nami ziskané vysledky jsme nasledné

posuzovali s jiz znamymi vysledky uvedenymi v databazi NCBI pro kazdou sekvenci
DNA.

Jak jsme zjistili z porovnani vysledkil, nas vytvoreny algoritmus neni zcela ptesny pro
vyhledavani pozic kodujicich usekd. Nejpresnéjsi vysledky jsme ziskali pro sekvenci
O. sativa, kterou jsme pouzili jako modelovou sekvenci, jelikoz obsahuje vyznamnou
opakujici se oblast, kterou jsme jednotlivymi metodami detekovali. V ostatnich pfipadech
programy nalezli pouze piiblizné pozice, liSici se od né€kolika jednotek, pres stovky az
k nalezeni oblasti, které proteiny vibec nekoduji. Presnost programi je téz dana velikosti
okna, coz je velmi slozité pro nastaveni, jelikoz del$i okno ndm pfindsi jen pfiiblizné
vysledky pozic, ale rychlej§i vyhotoveni spektrogramu. Jako nejvhodnéjsi a nepiesnéjsi
program, ktery jsme navrhli, je zaloZen na numerickém mapovani sekvence pomoci EIIP,

elektron — iontového potencialu DNA.

Vypatrali jsme také, ze pii pouziti delsi sekvence, fadové nad desitky kbp a vétsi
velikosti posuvného okna, neni efekt tfi bazové periodicity dominantni. Proto je lepsi
vyhledavat kodujici useky z kratSich sekvenci a s mensi velikosti posuvného okna.

Spektrogram a vysledky pozic kodujicich tsekd jsou poté mnohem vérohodnéjsi.

Diky vytvofenym programim a teoretickému zakladu pro zpracovani a hodnoceni
sekvenci DNA, ziskava uzivatel moznost samostatné hodnotit rizné, libovolné zvolené

sekvence, na zakladé ziskaného barevného spektrogramu.
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Pii stanoveni dalsiho postupu rozsiteni této prace, by byla moznost praktické realizace
dalgich numerickych reprezentaci DNA, vyhledavani kodujicich tsekd pomoci znakovych
metod, rozsifeni a propracovani samotnych, jiz vytvofenych, programi v programovem
prostiedi MATLAB.
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