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Abstrakt

Prace se zabyvé klasifikaci DNA sekvenci. V prvni ¢asti jsou shrnuty informace o existujicich
metodéach a jejich vlastnostech. V druhé casti je popsdna implementace a experimenty.
Primérné sensitivita metody byla 65% a primerné specificita 92%.

Abstract

The work deals with DNA sequence classification. The first part summarizes information
about existing methods a their characteristics. In the second part there are description of
implementation and experiments. Average sensitivity of method was 65% and specificity
92%.
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Kapitola 1

Uvod

V soucasné dobé€ existuje mnoho metod, které se zabyvaji klasifikaci DNA sekvenci. Klasifi-
kace je proces zarazeni neznamé DNA sekvence do vhodné taxonomické kategorie. Metody
se rozdéluji do dvou skupin, taxonomicky zavislé a taxonomicky nezéavislé. Vétsina existu-
jicich metod je narocna na ¢as a vypocetni zdroje.

Klasifikace DNA sekvenci je dulezita pri identifikaci a t¥idéni organismi, urc¢ovani evo-
luéniho vyvoje druhu a tvorbé fylogenetickych stromt. To pfinasi nové informace o genomu
a vede k lepSimu pochopeni této problematiky.

Cilem této bakalarské préace je navrh, implementace a testovani nové metody na real-
nych datech. Tato metoda klasifikuje sekvence do nadfisi. Rozlisuje sekvence eukaryotické,
prokaryotické a archea. Metoda pripravi sadu zndmych sekvenci, kterou rozdéli do shlukf.
Porovnava hledanou sekvenci se vSemi centry shluki a k nejpodobnéjsimu ji pfifadi. Podle
poméru nad¥isi zastoupenych v tomto shluku hledanou sekvenci klasifikuje.

V kapitole 2 se nachazi struény ivod do molekularni biologie. Tato kapitola obsahuje
zékladni popis struktury a vlastnosti DNA. Popisuje rozdily mezi jednotlivymi nadiiSemi,
do kterych metody klasifikuji. Kapitola 3 charakterizuje rozdéleni metod klasifikace DNA
sekvenci a podrobnéji popisuje jednotlivé metody, kritéria jejich hodnoceni a zpusoby, jak
ovérovat jejich presnost. Kapitola 4 obsahuje cile, ndvrh a detailni popis algoritmu nové
metody. Kapitola 5 se zabyva implementaci a konkrétnimi nastroji pouzitymi k realizaci
metody a kapitola 6 shrnuje vysledky experimentti, které byly provedeny.



Kapitola 2

Uvod do molekularni biologie

Struktura DNA

DNA (Deoxyribonukleova kyselina [16]) je molekula obsahujici informace, které organismy
potfebuji k vyvoji, Zivotu a rozmnoZovani. Tyto informace jsou ulozeny v kazdé burice a
jsou predavany z generace na generaci.

DNA se sklad4 z cukru zvaného deoxyribdza, fosfatové skupiny a nukleové baze. V DNA
jsou ¢tyfi typy nukleové baze: adenin (A), thymin (T), guanin (G) a cytosin (C). Tyto baze
v rizném potadi tvoii geny, které maji specifickou funkci pfi tvorbé bilkovin. Chemicka
struktura nukleovych bazi je vidét na obrazku 2.1. Napf. cely lidsky genom obsahuje okolo
t¥1 miliard bazi a dvacet tisic geni. Nukleotidové baze tvoii pary, A se paruje s T a G se
paruje s C, jedna se o tzv. komplementaritu bazi. Pomér CG paru je dulezity ukazatel v
nékterych klasifikdtorech, napt. obsah CG péaru u savci je 39-46%, u baterii se pohybuje
mezi 25% az 75%.
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Obrézek 2.1: Chemicka struktura nukleovych béazi a jejich parovani v DNA. Modfe oznaceny
adenin se paruje s ¢ervené oznacenym thyminen a zeleny guanin se zlutym cytosinem. 2

DNA se uchovava ve formé pravotocivé dvousroubovice. Ta je tvofena dvéma vldkny

2Ptevzato z http://www.livescience.com/37247-dna.html.
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DNA, které se obtaci kolem spoleéné osy. DNA se déale organizuje do mikroskopicky pozo-
rovatelnych ttvard zndmych jako chromozomy. Ty se u eukaryotickych buniek nachazeji v
bunééném jadie (to je mozné vidét na obrazku 2.2). U bunek prokaryotickych a archea se
DNA nachézi volné v cytoplasmé.

Chomozém

Bazové pary

Sroubovice

Obrazek 2.2: Vyssi tirovné struktury u eukaryotické bunky: Jednotlivé nukleové baze se pa-

ruji a tvoii dvousroubovici. Ta se déle vine az do Gtvarti, které se oznacuji jako chromozomy.
4

Archea

Archea [3] je skupina jednobunéénych mikroorganismt, kterd se na Zemi objevila pied
asi tfemi a pil miliardami lety. Dale se déli do ¢tyi kmenti. Tyto mikroorganismy casto
7iji v extrémnich podminkach (napf. termalni prameny a sland jezera). Nékteré vlastnosti
maji podobné s bakteriemi (napf. rozmnoZovéni, stavba bunék) a dohromady tvofi skupinu
zvanou prokaryota. Na obrazku 2.3 je fylogeneticky strom, ktery znazornuje vztahy mezi
hlavnimi taxonomickymi doménami.

Prokaryota

Prokaryota [2] (prvojaderni) jsou malé vétsinou jednobunééné organismy s pomérné jedno-
duchou strukturou. Jejich buiiky postradaji jadro a dalsi organely. DNA se ve formé jedi-

4Pfevzato z http://creationwiki.org/Chromosome.
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ného chromozomu nachazi v centralni ¢asti buriky a neni obklopeno zadnou membranou,
tzv. nukleoid. Mohou se zde vyskytovat i plasmidy, coz jsou kratké molekuly DNA rozdilné
od chromozomalni DNA. Plasmidy poskytuji organismu genetickou vyhodu ve specifickém
prostfedi (napf. obsahuji gen pro odolnost viéi antibiotiku). Plasmidy se nachazeji pouze
u prokaryotickych bunék. Na obrazku 2.4 je vidét struktura prokaryotické bunky.

Houby Grampozitivni bakterie

Zivocichové Chlamydiae
Hlenky\ Chi flexi
Rostliny oroyiext
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Acidobacteria
Proteobacteria

Obréazek 2.3: Fylogeneticky strom: Archea jsou oznacena zelené, bakterie modre a eukaryota

Cervend. b

Eukaryota

Eukaryota [!] (jaderni) jsou jednobunééné a mnohobunééné organismy, které vznikly pred
jednou a pul miliardami let. Patii zde napriklad zivoc¢ichové, rostliny, houby nebo prvoci.
Jejich buiiky obsahuji jadro a jiné organely obalené membranou (napf. mitochondrie, které
pro organismus produkuji energii). Geneticky material se nachazi v jadfe a je rozdélen do
jednotlivych chromozomt. Struktura bunky je na obrazku 2.4.

SPt¥evzato z http://cs.wikipedia.org/wiki/Archea.
8Ptevzato z http://cs.wikipedia.org/wiki/Archea.
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Eukaryota Prokaryota

Jadro s Mitochondrie ]
membranou Mukleoid

Jadérko : Ribozomy

Bunééna membrana

Obrazek 2.4: Porovnani eukaryotické a prokaryotické bunky: V eukarotické jsou organely
oddéleny od okoli membranou a jadro obsahuje chromozomy. V buiice prokaryotické jsou

7 v 7

chromozomy v centralni ¢asti, tzv. nukleoid. &



Kapitola 3

Metody pro klasifikaci DNA

V oblasti klasifikace DNA sekvenci existuje nékolik riznych pristupt. Tyto pFistupy jsou
rozdé€leny do dvou hlavnich skupin - taxonomicky zavislé a taxonomicky nezavislé. V této
kapitole je popsano rozdéleni metod klasifikace DNA a nékteré konkrétni metody, které jsou
vidét na obrazku ¢. 3.1.
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Obrazek 3.1: Metody klasifikace DNA sekvenci a jejich rozdéleni. Prevzato z [9].

3.1 Taxonomicky zavislé metody

Taxonomicky zavislé metody porovnavaji hledanou sekvenci s jiz znamymi sekvencemi.
Musi tedy obsahovat referencni knihovnu nebo referenéni sadu dat, ve které jsou potrebné
informace o téchto zndmych sekvencich, zejména pak informaci k jaké taxonomické trovni



sekvence patii. Kazda jednotlivd metoda ma vlastni zptisob, jak ohodnotit podobnost hle-
dané a referenc¢ni sekvence. Hledana sekvence je pak obvykle prifazena do skupiny s nejlepsi
shodou.

Diilezitou vlastnosti klasifikatort je roven zatfazovani. Klasifikator specificky v kategorii
(z ang. rank-specific) je takovy Kklasifikator, ktery provadi taxonomické tkoly pouze na
urcité taxonomické kategorii, napfr. riSe nebo kmenu. V pripadé, Ze hledana sekvence je
nezaraditelnd v uréené kategorii je obvykle ponechana jako neznama. Opakem je flexibilni
v kategorii (z ang. rank-flexible), ktery klasifikuje na vSech trovnich a zaroven usiluje o co
nejpresnéjsi klasifikaci, tzn. pokud neni mozné uréit rod, uréuje se éeled atd.

Podle zptsobu porovnani se dale déli na metody zaloZené na zarovnévani (z ang.
alignment-based), kompoziéni (z ang. composition-based) a hybridni, které kombinuji vlast-
nosti obojiho.

Metody zaloZené na zarovnavani

Metody zalozené na zarovnévani porovnavaji jednotlivé bazové pary hledané a referen¢ni
sekvence. Prikladem néstroje, ktery najde oblasti podobnosti mezi sekvencemi je BLAST
[13] (z ang. The Basic Local Alignment Search Tool). Tento program porovnava nukle-
otidové nebo proteinové sekvence DNA se sekvencemi v databédzi a vypocita statistickou
vyznamnost shody. BLAST je ¢asto pouzivan jinymi metodami, napt. metodou PhymmBL.

Kompoziéni metody

Kompozi¢ni metody prevadi sekvence na priznakové vektory, které obsahuji charakteristické
vzory slozeni (napf. frekvenci uré¢itych oligonukleotidii). Tyto metody srovnéavaji vektor hle-
dané sekvence s referenc¢ni sadou vektort. Tato referen¢ni sada se ¢asto vytvaii jednorazove
v predzpracovani. Kompozi¢ni metody jsou obvykle rychlejsi nez metody zalozené na za-
rovnavani.

Piikladem kompozi¢nich metod jsou Phylopythia, TACOA, ClaMS a Phymm.

Hybridni metody

Hybridni metody kombinuji ptistupy kompozi¢nich metod a metod zaloZenych na zarovna-
véani. Napiiklad u hybridni metody PhymmBL se metoda Phymm (viz 3.1) provadi pararelné
s vyhledavanim BLAST a jejich vysledky se vahové skladaji.

Eu-Detect: Algoritmus pro detekci eukaryotnich sekvenci

Metoda Eu-Detect [12] je kompozi¢éni metoda, kterd sekvence nezarovnava (z ang. alignment-
free), jejiz ucelem je detekce eukaryotnich sekvenci. Pouzivé referenéni vzory, coz jsou frek-
vence vSech moznych tetranukleotidi (k-merti o délce 4) v kazdém fragmentu, které byly
vypocitany a ulozeny ve formé 256 rozmérného vektoru. Metoda nejprve zjistuje nejblizsi
shluky pro danou sekvenci, nasledné kontroluje pomér prokaryotickych do eukaryotickych
sekvenci v téchto uskupenich.

Jako jednoréazové predzpracovani je provedeno shlukovani metodou k-means. Pocet cen-
ter shlukti k, ktera slouzi k zahajeni procesu shlukovani se spocita podle vzorce k ~ \/g kde
n je pocet objektl, pouziva se pro stanoveni pocatec¢niho poc¢tu shlukii.

Jsou nalezeny shluky s nejmensi vzdalenosti a je spocitan celkovy pocet sekvenci prira-
zenych do téchto shluki. Tato hodnota se porovnava s hodnotou souhrného poc¢tu sekvenci.



Souhrnny pocet sekvenci (z ang. cumulative sequence count) predstavuje optimalni pocet
nejblizsich sekvenci, pro které se provadi klasifikace. Tato hodnota je zjisténa experimen-
talné.

Prekroci-li procento eukaryotickych sekvenci v nejblizsi sadé pfedem stanoveny prah po-
kryti (z ang. coverage threshold), vstup bude klasifikovan jako pravdépodobné eukaryoticka
sekvence. Neprekroci-li bude klasifikovan jako prokaryoticka sekvence, nikdy se nemuze stat,
7e by sekvence zustala neklasifikovana.

TACOA

TACOA [7] (Taxonomicka klasifikace environmentéalnich genomovych fragmentt z ang. Ta-
xonomic Composition Analysis) je algoritmus, ktery spojuje metodu k-nejblizsich sousedi
(z ang. k-nearest neighbor) a udeni zaloZené na jadie (z ang. kernel-based learning).

Kazdy fragment DNA sekvence je reprezentovan jako vektor GFV (z ang. Genomic Fea-
ture Vector). Ten obsahuje pomér mezi hodnotou O a E pro vSechny tetra-oligonukleotidy.
Hodnota E uréuje kolikrat se mél dany tetra-nukleoid v sekvenci nachazet (pocitano pomoci
GC obsahu pro dany druh), hodnota O oznacuje kolikrat ho sekvence skuteéné obsahovala.
Poté je GFV vstupu porovnavan se sadou referen¢nich GFV. Shoda je hodnocena funkci
jadra.

ClaMS

Hlavnim cilem metody ClaMS [15] (A Classifier for Metagenomic Sequences) je zaclenit do
procesu shlukovani a klasifikace DNA sekvenci informace o pfitomnosti a mnozstvi sekvenci
specifickych pro jednotlivé druhy organismiti. ClaMS charakterizuje sekvenci pomoci pod-
pisového vektoru, ktery je odvozen od jeho slozeni. Podpisovy vektor je odvozen pomoci
de Bruijnova grafu. Tyto podpisové vektory jsou si velmi podobné az identické v ramci
jednoho druhu, zatimco mezi jednotlivymi druhy se lisi. Tato vlastnost se projevuje i na
vys§ich taxonomickych trovnich.

Pro kazdou sekvenci, kterd mé byt klasifikovana je vypocitan podpisovy vektor. Ten je
srovnavan s podpisovymi vektory vsech tréninkovych sestav, které reprezentuji jednotlivé
druhy. Poté je pfifazen k druhu s nejlepsi shodou.

Phylopythia

Metoda Phylopythia [1 1] pouziva strojové uc¢eni SVM (z ang. support vector machine). Pro
zjednoduseni vypoctu pouzivd Gausovskou jadrovou transformaci. Béhem faze tréninku se
metoda na datech rtzné délky udi rozliSovat mezi polozkami dvou tiid. Tato metoda je
zaméTena na klasifikaci spiSe delsich DNA fragment.

Pri klasifikaci mezi vice tifdami se vytvort 5= binarich klasifikatort, jeden pro
kazdou moznou dvojici t¥id. Testovana sekvence se zpracuje vSemi klasifikatory. Sekvence ja
pak zarazena do t¥idy, ktera byla klasifikdtory zvolena nejcastéji. Takové prifazeni mtzeme

vidét na obrazku ¢. 3.2.

Phymm a PhymmBL

Phymm a PhymmBL [5] pouziva pii klasifikaci IMMs (interpolované Markovovy modely).
Pomoci nich metoda Phymm charakterizuje oligonukleotidy s proménnou délkou, které jsou
typické pro urcité fylogenetické skupiny. Pokud hleddme nezndmy druh tak hleddme na
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Obrézek 3.2: Ukazka pfifazeni metodou Phylopythia: Existuji t¥i t¥idy A, B a C. Byly
vytvoreny tfi binarni klasifikatory pro kazdou dvojici tfid. Hledana sekvence byla prifazena
nejcastéji do tiidy C, proto je hladana sekvence klasifikovana jako prvek t¥idy C. Pievzato

z [11].

vyssi taxanomické pozici (tzv. rank-flexible, viz podkapitola 3.1). PhymmBL je kombinace
Phymm a BLAST vyhledévani nejlep$i shody, ktera vede ke zlepSeni presnosti.

Interpolované Markovovy modely

Interpolované Markovovy modely jsou zobecnéné modely, které kombinuji pravdépodob-
nosti z kontextl riznych délek. Napi. v mikobidlnim genomu jsou nékteré 5-mery ptilis
vzacné, zatimco nékteré 8-mery se vyskytuji mnohem castéji a proto 8-mertim pfitadime
vétsi vahu. Pokud vSem k-merdm mimo k = 5 pfitadime vdhu 0 vznikne fetézec pevného
fadu. IMMs pak pocita linearni kombinaci pravdépodobnosti podle vah.

IMMs byly poprvé pouzity k identifikaci kédovacich regionti v metodé GLIMMER (Gene
Locator and Interpolated Markov ModelER). Tato metoda se pouziva k hledani gent v
prokaryotni DNA.

3.2 Taxonomicky nezavislé metody

Taxonomicky nezavislé metody shlukuji sekvence na zakladé podobnosti mezi sebou. Vy-
stupem téchto metod jsou obvykle hierarchické struktury sekvenci, ne konkrétni pfirazeni
do tfidy.

Zde patii naptiklad metody vyuzivajici SOM (samoorganizujici se mapy, z ang. self-
organizing map).

10



H?SOM

Tato metoda [10] vyuziva hierarchicky rostouci hyperbolické samoorganizujici se mapy
(H2SOMs, z ang. Hierarchical Hyperbolic Self-Organizing Map), které slouzi ke shluko-
vani fragmenttt DNA malé proménné délky a déleni na konkrétni taxonomické pozice. DNA
fragmenty jsou mapovany do tii riznych typu priznakovych vektort na zakladé genomového
podpisu (zékladni vlastnosti, s ohledem na vyznam oligonukleotidovych vzori, kontrastni
prvky). Kazda kompletni genomické sekvence je mapovana na priznakovy vektor. Podle au-
(podobné jako jsou seskupeny ruzné druhy, které jsou reprezentovany Stromem zivota) a
takto organizovand data rostou exponencialné, a proto vyzaduji mapovani do geometrického
prostoru s odpovidajicim chovanim, H2SOM tedy pouziva stromovou sif v hyperbolickém
prostoru. Ta je zobrazena na obrazku 3.3.

(a) (b)

N

R N

.

Obréazek 3.3: Ukézka hierarchicky rostouciho schématu metody H2SOMs: Inicializace kofe-
nového uzlu (prvni podhierarchie) a potomki. Ke kazdému uzlu jsou pfifazeny ptiznakové
vektory a vaha uzlu, je nalezena nejlepsi shoda s hledanou sekvenci. Kazdy potomek se
stava kofenovym uzlem pro dalsi potomky. Prevzato z [10].

3.3 Validace metod

Validace metody se obvykle provadi na simulovanych datech a databézich. Je mozné pouzit
napi. FAMeS, soubor dat obsahujici 100 000 vzorku délky 650—-1000 bazovych para. Tato
data pochazeji ze 112 skutecnych projektt zabyvajicich se sekvencovanim genomi.

Taxonomicky zavislé metody

Pro validaci téchto metod se pouziva simulovanych metagenomickych datasetd a databézi.
Sekvence v téchto datech by mély simulovat délku a modelovat chyby vznikajici pti sekven-
covani. Casto se provadi kifzova validace. Ta zjistuje, jak moc budou analjzu ovliviiovat
nezavislé vzorky dat. Vstupni sada dat je rozdélena na podmnoziny. Jedna mnozina je pou-
zita k testovani (stavé se hledanou sekvenci) a zbyvajici pro trénink (referencéni knihovna).
Pak validovana metoda klasifikuje testovaci mnozinu. To se opakuje pro vsechny mozné
testovaci mnoziny. P1i varianté leave-one-out se testovaci mnozina sklddé pouze z jednoho
prvku. Znazornéni metody leave-one-out lze vidét na obrazku 3.4. Pouziti této validace si-
muluje situaci, kdy je hledana sekvence z genomu nezastoupeného v referencéni knihovné. Je
to dano tim, Ze testovaci a trénovaci mnoziny jsou vzdy vybrany tak, aby byly disjunktni.
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Taxonomicky nezavislé metody

U téchto metod se provede shlukovani na simulovanych datech a presnost je pak dana
parametry jako taxonomicka stejnorodost shluki, jejich pocet a velikost. V idedlnim ptipadé
je pocet shluki stejny jako pocet druhit v mnoziné trénovacich sekvenci.

3.4 Hodnoceni metod

Uéinnost metody je popsana dvéma parametry, jsou to sensitivita a specificita. Za pfesné
prifazeni se povazuje takové, kdy je sekvence prirazena ke spravné taxonomické vétvi.

Sensitivita je pomér spravné pritazenych do t¥idy ¢ a celkového poctu fragmenttt ve t¥idé
1. Pro vypocet se pouziva vzorec 3.1. Uvadi se v procetech.

TP

Spj = ———t
"= TP L FN,

(3.1)

Specifita se pocita vzorcem 3.2, kde T'N; (z ang. true negative) jsou fragmenty, které
nepochazeji z t¥idy 7 a ani tam nebyly pfifazeny. F'P; jsou fragmenty pattici do jiné t¥idy,
ale nespravné prirazené do ttidy 1.

TN;

Sps = ——
Pi= TP TN,

(3.2)

Srovnani vybranych metod

Srovnat vSechny metody uvedené v této kapitole neni mozné. Metody byly srovnavany na
rozdilnych taxonomickych arovnich a byly vyuzity jiné sady referenc¢nich dat.

Algoritmus Eu-Detect [12] byl srovnavan s metodou TACOA na trovni nadtfidy. Bylo
pouzito 237 prokaryotickych a 27 eukaryotickych genomi, z téchto genomi vytvorily obé
metody své referenéni sady. Uspésnost Eu-Detect byla 80-90%, tspésnost metody TACOA
byla 45-53%.

Pro srovnani metod Phymm [5], PhymmBL, Phylopythia a BLAST byly vyuzity sek-
vence délky 1000 bazovych pari z 539 genomi. Sekvence byly klasifikovany na nékolika
taxonomickych trovnich. Vysledky jsou zobrazeny v tabulce 3.1.

Tax.irovenn | Phymm | BLAST | PhymmBL | PhyloPythia
Rad 80.6 80.8 86.9 25.1
Trida 85.4 84.1 90.6 30.8
Kmen 89.8 88.0 93.8 50.3

Tabulka 3.1: Srovnani sensitivity metod. Pfevzato z [5].
Z vyse uvedenych metod je Eu-Detect nejjednodussi na implementaci a bez velkych

pozadavki na vypocetni zdroje. Eu-Detect vybran jako zaklad pro metodu navrzenou v
této praci.
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Obrazek 3.4: Validace leave-one-out: Je vybran jeden genom (tzv. testovaci mnozina), ktery
je rozdélen na sekvence a ty jsou pomoci vybrané metody klasifikovany. To se opakuje dokud

kazdy ze 373 genomil neni vybran jako testovaci mnozina. Pfevzato z [7].
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Kapitola 4

Navrh reseni

4.1 Detailni specifikace a formulace cile

Cilem této prace je vytvorit rychly klasifikator, ktery bude pracovat na taxonomické trovni
nadiiSe, tzn. archea, prokaryota a eukaryota. Zédkladem pro tuto metodu se stal algoritmus
Eu-Detect popsany v kapitole 3.1.

Metoda navrzena v této praci bude rozsifena o klasifikaci do nadfise archea narozdil od
metody Eu-Detect, ktera rozliSuje pouze eukaryota a prokaryota.

4.2 Algoritmus

Algoritmus je rozdélen do dvou ¢asti. Pfi prvni ¢asti je vytvorena referencni sada dat a
hledany suboptimalni hodnoty parametri. V druhé c¢asti je provedena samotna klasifikace
do nadrisi.

Na obrazku 4.1 na strané 15 je mozné vidét vyvojovy diagram pro tento algoritmus.

4.3 Trénink

Vstupem této ¢asti programu jsou soubory se zndmymi genomy. Vystupem budou shluky
referenc¢nich dat, informace o centrech téchto shluki a suboptiméalni hodnoty parametru.
Trénink se sklada ze tii fazi. V prvni fazi probihé pfiprava ptiznakovych vektorid, ve druhé
jsou tyto priznakové vektory vzorkovany a v posledni ¢asti se provadi shlukovani.

Priiprava priznakovych vektoru

Vstupem této ¢asti jsou znamé genomy eukaryotickych, prokaryotickych a archea orga-
nismi. Tyto genomy jsou v souborech typu FASTA. Kazdy soubor je pfecten a rozdélén
na fragmenty po deseti tisicich bazovych parech. Pocet fragmentt je pfimotumérny délce
genomu. Z kazdého fragmentu se vytvori jeden piiznakovy vektor (GFV z ang. Genomic
Feature Vector), ktery obsahuje frekvenci jednotlivych tetra-oligonukleotidii. Poéet jednot-
livch tetra-oligonukleotidi je 4* (jednotlivé nukleotidy jsou A, C, G, T a hledaji se viechny
Ctverice), takze pocdet dimenzi pfiznakového vektoru je 256.

GVT = (|AAAA| |AAAC|, |AAAG|, |AAAT|,...|TTTT|)
Vystupem je pole obsahujici tyto priznakové vektory, které lze povazovat za referencéni

knihovnu.
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Obréazek 4.1: Vyvojovy diagram: Cést a) obsahuje ptipravu ptiznakovych vektorti a nalezeni
vhodnych parametrii. Cast b) je samotna klasifikace do nadii$i podle hodnoty prahi.

Vzorkovani

Cilem vzorkovani je vytvorit sadu referen¢nich dat o vhodné velikosti a vyvazenosti jednot-
livych nadfisi. Vstupem je pole ptriznakovych vektort z predchozi ¢asti. Ve fazi vzorkovani
se vybere urcity pocet nadhodnych fragmentt z kazdého genomu. Vystupem je mensi pole
priznakovych vektora se stejnym poc¢tém fragmett pro jednotlivé genomy.

Ve vétsiné pripadi se vzorkovani provadi pred pocitanim piiznakovych vektori. V této
situaci je pfiprava pfiznakovych vektort ¢asové narocna a pii experimentech (viz 6.2) bylo
vyuzito velké mnozstvi dat, bylo tedy vhodné provést tyto faze v jiném poradi.

Identifikace shluku

Cilem této faze je vytvorit shluky podobnych fragmenti. V dalsi fazi se porovnava vzdale-
nost mezi hledanou sekvenci a témito centry, to je ¢asové méné naroc¢né nez porovnavani
vzdalenosti se vSemi refencnimi vektory.

Vstupem je pole pfiznakovych vektort. V této fazi jsou spocitany nékteré dilezité hod-
noty. Je to pocet shlukd k, ktery je dan vzorcem k = \/g, kde n je pocet fragmenti v
referenénim poli. Déle je provedeno shlukovani metodou k-means [17], konkrétné variantou
Forgy a jsou dany soufadnice stfedii shlukid. Vznikaji shluky sloZené z pouze/vétsiny sek-
venci jedné nadfise nebo shluky, kde je srovnatelny pocet sekvenci vice nadrisi. Vystupem
tohoto kroku budou shluky referenc¢nich vzora a souradnice center téchto shluki.

4.4 Klasifikace

V této fazi nastéava samotna klasifikace. Porovnava se vzdalenost hledané sekvence pre-
vedené do priznakového vektoru a jednotlivych center shlukt, z pfedchoziho kroku. Dale
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se hledaji nejblizsi shluky. V nejblizsich shlucich se spoc¢itd pomér fragmentt jednotlivych
nadiisi. Pokud néktera z téchto hodnot prekracuje prah pokryti (z ang. coverage treshold)
je hledané sekvence prifazena k této nadrisi. Existuji tii prahy pokryti pro kazdou nadrisi.
Pokud neptekroci zadny prah pokryti je oznacena jako neznama. Pokud prekroci vice prahti
je pfifazen k nejvyssimu. Jednotlivé prahy pokryti byly rovnéz zjistovany experimentalné.

Jako méritko podobnosti pro shlukovani mezi jednotlivymi vektory byla pouzita Man-

Vv e

hattanskd metrika pro méfeni vzdalenosti od vstupu do tézist shlukt. Ta je dédna vzorcem:

n

d(p,q) = Z pi — 4l

i=1

kde p je priznakovy vektor hledané sekvence p = (p1,p2,...p256) a ¢ je priznakova vektor
stfedu shluku ¢ = (q1, 2, ...q256). Vzdélenost je podle tohoto vzorce spoéitana postupné
pro kazdy stfed. Rozdil mezi Manhattanskou a Euklidovskou metrikou je mozné vidét na
obréazku 4.2.

Obrazek 4.2: Manhattanskd a Euklidovskd metrika: TFi linky oznacujici Manhattanskou
metriku (Gervend, zlutd a modra) maji vSechny vzdalenost 12. Euklidovska metrika je pfed-
stavovana zelenou ¢arou, jeji délka je 6v/2 ~ 8,49 a je vzdy nejkratsi.

Dostateény pocet nejblizsich shlukl je uréen souhrnnym poctem sekvenci csc (z ang.
cumulative sequence count). Suboptimalni hodnota tohoto parametru byla zjistovana ex-
perimentalné. Prostor shluki je znazornén na obrazku 4.3.

Hodnoty praht jsou déany pomérem jednotlivych nadtfid v referencni sadé dat. Kon-
krétni hodnoty jsou ziskany vzorcem 4.1.

pocet_sekvenci_nadrise_i

treshold; = (4.1)

celkovy_pocet_sekvenci

*Pfevzato z http://en.wikipedia.org/wiki/Taxicab_geometry.
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Obrézek 4.3: Prostor nashlukovanych fragmentii: Cervené jsou znazornéna centra shluki,
fialové fragmenty eukaryotickych sekvenci, zelené prokaryotickych sekvenci, modfe je ar-
chea. Data pochazeji z prvniho méteni experimentu 1 (viz 6.2). Obrazek byl vytvofen v

programu [8].
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Kapitola 5

Implementace

5.1 Nastroje pouzité k realizaci

Tento projekt byl vypracovan v programovacim jazyce R. Jazyk R se nejcastéji vyuziva
pro statistické vypocty, datovou analyzu a grafiku. Tento jazyk obvykle pouziva rozhrani
prikazové radky.

Jako uzivatelské rozhrani pro jazyk R bylo pouzito RStudio Version 0.98.501 - (©)2009-
2013 RStudio, Inc. RStudio je integrované vyvojové prostiedi (IDE) pro jazyk R.

K provadéni experimentti bylo pouzito prostredi MetaCentrum VO. Virtualni organi-
zace MetaCentrum VO je jedna z virtudlnich organizaci ¢eské Narodni Gridové Iniciativy
MetaCentrum NGI, aktivity sdruzeni CESNET, z.s.p.o. MetaCentrum koordinuje potizo-
vani ndkladného programového a aplika¢niho vybaveni, zajistuje centralni ndkup a spravu
licenci vybraného licencovaného SW. Také se podili na vyzkumu a vyvoji nezbytného k
zajisténi optimdlni funkcionality, bezpecnosti a vysokého vykonu celé infrastruktury. [0]

Pouzité knihovny jazyka R

V této praci je pouzivan Bioconductor. Bioconductor je softwarovy projekt, ktery posky-
tuje nastroje pro analyzu a porozumeéni genomickych dat. Konkrétné je vyuzivana knihovna
Biostrings. Tato knihovna pracuje se specidlnimi pamétové efektivnimi Fetézeci, které pred-
stavuji biologické sekvence. Obsahuje funkce pro srovnavani téchto fetézct a dalsi nastroje
pro rychlou manipulaci velkych biologickych sekvenci nebo sad sekvenci.[14]

5.2 Format vstupnich dat

Vstupni data jsou ve formatu FASTA. Tento v bioinformatice ¢asto pouzivany format je
podporovan knihovnou Biostrings. Kazdy soubor reprezentuje jednu nebo vice nukleotido-
vych sekvenci jednoho organismu. Kazda sekvence v souboru FASTA zacina jednoradkovym
popiskem. Na zacatku tohoto popisu je znak >. Nasledujici slovo je nazev sekvence, ktery
slouzi jako jeji identifikator. Nasleduji pismena reprezentujici jednotlivé nukleové baze DNA,
tzn. adenin (A), cytosin (C), guanin (G) a thymin (T). Mize obsahovat i pismeno N nebo
X pro neznamou nukleovou bézi. Piiklad takového souboru je na obrazku 5.1.
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>aerPerli_dna range=chr:1-1669696 5’pad=0 3’pad=0 strand=+
AAATAATAATAAAAATTAAGTGACTCATGCATTATCCTACGAGGTAAAAA
TATGTTATAAATTGTCCCAGACTACCATCAATTTAGGGACAATAGTGTTT
AAGGGATGGCCTTCGGAGCTGGCAGCTCGCGGGTTCAAACTCGCGTAGGG

Obréazek 5.1: Piiklad ¢asti FASTA souboru pro organismus Aeropyrum pernix (Archaea).
Identifikator této sekvence je aerPerli_dna.

5.3 Popis funkci

Implementace této metody obsahuje ¢tyri funkce. Tyto funkce a jejich vstupy a vystupy
jsou znazornény na obrazku 5.2.

Prvni funkce se jmenuje make 1ib. Cilem této funkce je vytvofeni referenéni knihovny.
Jejim vstupem je Tetézec oznacujici cestu ke slozce, kterd obsahuje pouze soubory typu
FASTA a ze kterych tato referen¢ni knihovna vznikne. Tyto soubory by mély byt vhodné
pojmenovany. Na zac¢atku musi byt fetézec identifikujici nadtiidu ar-, ba- nebo eu-. Dalsi
znaky mohou byt libovolné. Piikladem spravného nézvu je ar-cr-001.fa.

Tato funkce precte DNA Tetézec ze souboru, rozdéli ho na sekvence po 10 000 bazovych
parech a nalezne frekvence vSech moznych tetra-oligonukleotidd, tim vzniknou priznakové
vektory. Po ispésném provedeni této funkce vzniknou ve vystupni slozce tii soubory. Soubor
data, ktery obsahuje vSechny piiznakové vektory. V souboru data_name jsou ulozeny jména
jednotlivych sekvenci, které se skladaji z pofadového ¢isla a nazvu plivodniho genomu.
V souboru data_list se nachazi pocet sekvenci vytvorenych z kazdého genomu. Tyto tii
soubory se vytvori ve sloZce classDNAIib a jsou dulezité pro dalsi vypocet. Tato funkce je

Déle zde existuji dvé rizné funkce na vzorkovani dat sampl_1 a sampl_2. Vstupem ka-
7zdé této funkce je fetézec classDNAIib. To je slozka obsahujici soubory data, data_list a
data_name, které vznikly v predchozi ¢asti. Dalsim parametrem je hodnota samples. Ve
funkci sampl_1 hodnota samples oznacuje pocet vzorki, které jsou ndhodné vybrany z ka-
zdého genomu. Doporucena hodnota pro tuto funkei je 30. Ve funkci sampl_2 je to procen-
tualni hodnota vzorki, pro vlozenou knihovnu je vhodné hodnota 10-20%. Vystupem jsou
slozky classDNAlib_sampll nebo classDNAlib_sampl2 podle toho, kterd vzorkovaci funkce
byla pouzita. Tyto slozky obsahuji podobné soubory jako vznikly v pfedchozim kroku. Tato
funkce vraci jako vystup seznam hodnot vhodnych pro prahy.

Ve funkci train je provadéno shlukovani referen¢nich vektori a hledani souradnic stredu
téchto shlukd. Vstupem této funkce je soubor sampl_data.

Posledni funkci je classify. Vstupem jsou opét soubory vzniklé ve vzorkovacich funk-
cich, parametr csc uréujici pocet nejblizsich shluki, stfedy shlukt a jméno FASTA souboru
genomu, ktery bude klasifikovan. V této funkci se nachézi samotni klasifikace podle hodnot
jednolivych prahti. Vystupem je fetézec se zafazenim do taxonomické kategorie.

Spusténi

Pro pouziti knihovny navrzené v této praci je nutné mit nainstalovanou knihovnu Biostrings.
Instalace knihovny jazyka R se provadi pfikazem
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R CMD INSTALL path/classDNAseq/,

kde path oznacuje cestu ke slozce, ve které je knihovna umisténa. v RStudiu je nutné obé
knihovny nacist pomoci prikazu library.

library(Biostrings)
library(classDNAseq)

Priklad pouziti s predpripravenou knihovnou.

p<-sampl_1("knihovna",20)
cl<-train("classDNAlib_samli")
classify("jmeno_souboru","classDNAlib_samll",p,10,cl)

Na prilozeném CD se nachéazeji skript.R a skript2.R. Skript.R obsahuje pfiklad vytvoreni
referencni sady priznakovych vektort a vzorkovani. Z dvodu c¢asové narocnosti téchto
¢innosti pracuje skript.R jen s deviti soubory. Skript2.R ukazuje trénovani a klasifikaci.
Pouziva predpripravenou referencni sadu, protoze sada vytvorend prvnim skriptem je prilis
mala. Pro dalsi priklady je mozné v jazyce R pouzit napi. piikaz Tmake_1ib.
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Obrézek 5.2: Diagram: Cerné jsou oznaceny funkce, modie soubory a slozky, zelené para-
metry, cervené knihovna jazyka R.
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Kapitola 6
Vysledky meéreni

Implementace metody navrzené v této praci byla testovdna na redlnych sadach dat. Pro
vytvoreni referencni sady dat obou experiment bylo pouzito 20 genomt z organismt kazdé
nadrise, tedy celkem 60 riiznych genomi. Z nich bylo vypocitano celkem 96 139 ptiznakovych
vektorti.

Tyto genomy byly ziskdny z databaze UCSC Genome Browser a UCSC Microbial Ge-
nome Browser. Blizsi popis jednotlivych druhti je uveden v ptiloze B. Tato knihovna se pro
dalsi pouziti nachéazi na ptilozeném CD ve slozce knihovna.

6.1 Zjisténé hodnoty parametru

Parametr csc (z ang. cumulative sequence count) je hodnota uréujici pocet nejblizsich
fragmentt1, které se uvazuji pri klasifikaci. Vhodna hodnota parametru csc byla nalezena
miizkovou metodou. Pro ziskani byla pouzita datova sada obsahujici 800 eukaryotickych
fragmentt1, 800 prokaryotickych fragmentti a 800 fragmentti archea. Bylo zjisténo, ze subop-
timélni hodnota je 100 fragmenti. Tabulka 6.1 udéva sensitivitu pro jednotlivé hodnoty csc.

csc Sn | csc Sn
35 0,520 | 80 0,692
40 0,603 | 8 0,667
45 0,616 | 90 0,688
50 0,674 | 95 0,704
55 0,628 | 100 0,744
60 0,686 | 105 0,691
65 0,651 | 110 0,713
70 0,675 | 115 0,695
75 0,704 | 120 0,711

Tabulka 6.1: Tabulka zjisténych hodnot parametru csc: Sn je sensitivita, csc je pocet nej-
blizsich sekvenci.
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6.2 Experiment 1

Kazdy genom byl v tréninkové fazi (viz 4.3) rozdélen na sekvence po 10 000 bazovych pé-
rech. Pocet sekvenci pro jednotlivé genomy se pohybuje od 62 do 20 485. Néasledné bylo
pti vzorkovani ndhodné vybrano 40 sekvenci pro kazdy genom. To je celkem 2400 piizna-
kovych vektort pro dalsi zpracovani. Toto vzorkovani a néasledujici méfeni probéhlo celkem
desetkrat. Prah pro klasifikaci do nadt¥idy je stejny pro vSechny tii nadtiidy a je to 0,33%.

Validace metodou leave-one-out (popsana v kapitole 3.3) trvala priamérné 113 minut,
tzn. jedna sekvence byla primérné klasifikovana za 2,8 sekund. Spravné zarazenych sekvenci
bylo 1711, to je pfiblizné 71,3%. V tabulce 6.2 jsou vidét detailnéjsi vysledky méfeni, napt.
pocet spravné zarazenych vzorku typu eukaryota atd.

TP | TPy FN4y FPy| TPp FNp FPp| TP FNp FPg U

1 1734 470 330 85 581 219 244 692 108 137 191
2 1693 467 333 94 559 241 258 667 133 183 172
3 1645 444 356 92 556 244 247 645 155 132 284
4 1795 511 289 91 598 202 232 686 114 119 163
9 1681 475 325 112 943 257 223 663 137 115 269
6 1744 469 331 104 535 265 267 740 60 100 185
7 1696 471 329 120 952 248 251 673 127 114 219
8 1735 467 333 126 551 249 263 717 83 123 153
9 1722 485 315 122 539 261 239 698 102 171 146
10 1660 485 315 117 450 350 206 725 75 121 296
P: | 1710,5 | 474,4 325,6 106,3 | 546,4 253,6 243 | 690,6 109,4 131,56 | 207,8

Tabulka 6.2: Tabulka vysledkti deseti méfeni exp. 1: TP (z ang. true positive) oznacuje
pocet spravné zatazenych sekvenci do nadrise, FP (z ang. false positive) je pocet sekvenci,
které byly do nadfiSe zafazeny chybné, FN (z ang. false negative) pocet sekvenci, které
do nadfiSe patii, ale zafazeny tam nebyly, index oznacuje nadiisi, U (z ang. unknown)
predstavuje pocet nezaiazenych sekvenci.

Sensitivita metody pro tento experiment byla 71,3% a specificita 89,98%. V tabulce 6.3
jsou hodnoty sensitivity Sn a specificity Sp pro jednotlivé nadfise a Matthewstv korela¢ni
koeficient [4]. Casova naro¢nost se nachazi v tabulce 6.6.

6.3 Experiment 2

Pro experiment 2 byla pouzita stejna referenéni datova sada. Narozdil od experimentu 1
byl zachovan pomér délek jednotlivych genomt z této sady. Ve vzorkovani bylo z kazdého
genomu nadhodné vybréano 10% ze vSech jeho sekvenci. Vznikla referen¢ni sada obsahujicic
9615 sekvenci délky 10 000 bazovych part.

Pro druhy experiment je hodnota pro prah eukaryotickych sekvenci 88%, prah archea
4%, prah prokaryotickych sekvenci 8%.

Nameéfend sensitivita byla 57,98% a specificita 93,92% (podrobnéjsi informace o namére-
nych hodnotach jsou v tabulkéch 6.4 a 6.5). Udaje o ¢asové sloZitosti se nachazeji v tabulce
6.6.
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Sna  Spa | Snp  Spp | Sng Spg | MCC
110,588 0,947 | 0,726 0,848 | 0,865 0,914 | 0,487
210,584 0,941 | 0,699 0,839 | 0,834 0,886 | 0,430
310,555 0,943 | 0,695 0,846 | 0,806 0,918 | 0,541
410,639 0,943 | 0,748 0,855 | 0,858 0,926 | 0,465
510,594 0,930 | 0,679 0,861 | 0,829 0,928 | 0,543
6| 0,586 0,935 | 0,669 0,833 | 0,925 0,938 | 0,471
710,589 0,925 | 0,690 0,843 | 0,841 0,929 | 0,492
810,584 0,921 | 0,689 0,836 | 0,896 0,923 | 0,421
910,606 0,924 0,674 0,851 | 0,873 0,893 | 0,406

10 | 0,606 0,927 | 0,563 0,871 | 0,906 0,924 | 0,288
P: 10,593 0,934 | 0,683 0,848 | 0,863 0,918 | 0,454

Tabulka 6.3: Tabulka procentualniho zarazeni exp. 1: Sn je sensitivita, Sp specificita, MCC
[4] je Matthewstv korelaéni koeficient a index oznacuje nadrisi.

TP | TPy, FN. FP.| TPp FNp FPp| TPy FNg FPg| U
1| 7938 57 328 18| 494 290 463 | 7387 1059 151 | 1045
2| 8071 | 58 327 12| 536 248 227 | 7477 969 166 | 1139
3| 8275 | 54 331 47| 441 343 276 | 7780 666 177 | 840
4| 8074 | 50 335 35| 555 229 351 | 7469 977 190 | 965
5| 8323 57 328 16| 565 219 440 | 7701 745 108 | 728
6| 8310 71 314 5 576 208 350 | 7663 783 153 | 797
7| 8294 | 72 313 17| 554 230 331| 7668 778 138 | 835
8| 8571 | 63 322 37| 517 267 326| 7991 455 137 | 544
9| 7854 | 79 306 29| 489 205 888 | 7286 1160 201 | 643
10| 8214| 69 316 21| 572 212 296 | 7573 873 160 | 924
P: | 81924 | 63 322 23,7 | 529,09 254,01 394,8 | 7599,5 846,5 158,1 | 846

Tabulka 6.4: Tabulka vysledk deseti méfeni exp. 2: TP (z ang. true positive) oznacuje
pocet spravné zatazenych sekvenci do nadrise, FP (z ang. false positive) je pocet sekvenci,
které byly do nadfiSe zafazeny chybné, FN (z ang. false negative) pocet sekvenci, které
do nadfiSe patfi, ale zafazeny tam nebyly, index oznacuje nadfisi, U (z ang. unknown)
predstavuje pocet nezarazenych sekvenci.
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Sna  Spa | Snp  Spp | Sng Spg | MCC
110,148 0,998 | 0,630 0,948 | 0,875 0,871 | 0,760
210,151 0,999 | 0,684 0,974 | 0,885 0,858 | 0,838
310,140 0,995 | 0,563 0,969 | 0,921 0,849 | 0,769
40,130 0,996 | 0,708 0,960 | 0,884 0,837 | 0,765
510,148 0,998 | 0,721 0,950 | 0,912 0,908 | 0,726
60,184 0,999 | 0,735 0,960 | 0,907 0,869 | 0,759
710,187 0,998 | 0,707 0,963 | 0,908 0,882 | 0,773
810,164 0,996 | 0,659 0,963 | 0,946 0,883 | 0,702
910,205 0,997 | 0,624 0,899 | 0,863 0,828 | 0,565

10 | 0,179 0,998 | 0,730 0,966 | 0,897 0,863 | 0,765
P: 10,164 0,997 | 0,676 0,955 | 0,900 0,865 | 0,742

Tabulka 6.5: Tabulka procentualniho zafazeni exp. 2: Sn je sensitivita, Sp specificita, MCC
[1] je Matthewstv korela¢ni koeficient a index oznacuje nadrisi.

T1 (S) T1 (mln) t1 T2 (S) TQ (hOd) to
117392,443 123,207 3,080 | 45956,461 12,766 4,780
216671,729 111,195 2,780 | 45012,966 12,504 4,682
3| 6929,857 115,498 2,887 | 45355,650 12,599 4,717
4| 6661,625 111,027 2,776 | 43622,370 12,117 4,537
51 6329,689 105,495 2,637 | 31931,594 8,870 3,321
6 | 6978,219 116,304 2,908 | 31234,787 8,676 3,249
7| 6431,629 107,194 2,680 | 27985,138 7,774 2911
8 | 6188,175 103,136 2,578 | 27754,183 7,709 2,887
9| 7030,985 117,183 2,930 | 32074,273 8,910 3,336

10 | 7320,860 122,014 3,050 | 31062,572 8,628 3,231
P: | 6793,521 113,225 2,831 | 36198,999 10,055 3,765

Tabulka 6.6: Tabulka ¢asové narocnosti: T je cas, za ktery byly piifazeny vSechny sekvence
(experiment 1 obsahoval 2400 sekvenci, experiment 2 celkem 9615 sekvenci), t je prumérny
cas klasifikace jedné sekvence v sekundach. Index oznacuje experiment.
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Kapitola 7
Zaver

Klasifikace DNA sekvenci hraje diilezitou roli v bioinformatice a dalsich oborech. Vyuziva se
hlavné pii identifikaci a tfidéni organismti. Tato prace obsahuje seznameni se se zakladnimi
principy molekularni biologie a zptisoby ulozeni informace v DNA sekvencich. Je popsana
charakteristika nad¥isi a hlavni rozdily mezi nimi. Soucasti prace je popis existujicich algo-
ritmi pro klasifikaci DNA a jejich hodnoceni z hlediska sensitivity.

Byla vytvofena nova metoda pro klasifikaci na zékladé metody Eu-Detect. Nova metoda
byla rosirena o klasifikaci do nadfise archea. Funk¢énost metody byla ovérena na dvou sadach
redlnych dat. V experimentu 1 (viz 6.2) byla pouZita sada obsahujici eukaryotické, proka-
ryotické a archea genomy v poméru 1:1:1. Zjisténa prameérnd sensitivita pro nadfisi archea
byla 59%, prokaryota 68% a eukaryota 86%. Specificita v tomto experimentu se pohybo-
vala od 83% do 94%. Pro experiment 2 (viz 6.3) byla vyuzita eukaryoticka, prokaryoticka
a archea data v poméru 22:2:1. Tento pomér je dan délkou genomu. Naméfend primérné
sensitivita pro vSechny nadfiSe byla 58% a specificita 94%. Zafazeni jedné sekvence trvalo
primeérné 3,3 sekundy.

Na zakladé ziskanych poznatkd by bylo vhodné metodu rozsitit o klasifikaci na dalsi
taxonomické drovné.
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Priloha A

Obsah CD

README
skript.R
skript2.R
classDNAseq
fasta

knihovna
knihovna 2 a 3
priklady

navod k instalaci a spusténi skripti

vytvari referen¢ni knihovnu a pouziva vzorkovani
identifikace shlukt a klasifikace souboru

slozka knihovny jazyka R, obsahuje zdrojové kédy funkci
obsahuje 9 prikladovych slouborti, ze kterych se vytvari
referencni knihovna ve skriptu 1

tato knihovna byla pouzita k experimentiim 1 a 2
obsahuje referen¢ni knihovny pro skript 2

obsahuje soubory urcené ke klasifikaci skriptem 2
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Priloha B
Genom

Archea

Aeropyrum pernix

Metallosphaera sedula
Thermoproteus neutrophilus
Vulcanisaeta distributa
Nitrosopumilus maritimus
Archaeoglobus profundus DSM 5631
Halalkalicoccus jeotgali B3
Methanocaldococcus fervens AG86
Methanococcus maripaludis C5
Picrophilus torridus DSM 9790

Hyperthermus butylicus
Pyrobaculum arsenaticum
Sulfolobus acidocaldarius
Cenarchaeum symbiosum
Archaeoglobus fulgidus DSM 4304
Ferroglobus placidus DSM 10642
Methanocaldococcus sp. FS406-22
Methanocaldococcus vulcanius M7
Methanococcus vannielii SB
Pyrococcus abyssi GE5

Prokaryota

Bifidobacterium longum
Rhodococcus RHA1
Prochlorococcus marinus

Bacillus subtilis

Listeria innocua

Zymomonas mobilis subsp. mobilis ZM4
Sinorhizobium meliloti 1021
Caulobacter crescentus CB15
Sulfurihydrogenibium sp. YO3AOP1
Gramella forsetii KT0803

Clavibacter michiganensis NCPPB
Gloeobacter violaceus
Trichodesmium erythraeum
Bacillus halodurans

Rhizobium etli CFN 42
Xanthobacter autotrophicus Py2
Roseobacter denitrificans OCh 114
Hydrogenobaculum sp. Y0O4AAS1
Porphyromonas gingivalis W83
Flavobacterium johnsoniae UW101

Eukaryota

C. remanei
Saccharomyces cerevisiae
melanogaster group D. erecta
C. brenneri

C. elegans

elephant shark

guinea pig

american alligator
atlantic cod

tree shrew

C. japonica

Pristionchus pacificus

melanogaster group Drosophila yakuba
C. briggsae

A. gambiae

D. simulans

Nile tilapia

alpaca

baboon

chimp

30



	Úvod
	Úvod do molekulární biologie
	Metody pro klasifikaci DNA
	Taxonomicky závislé metody
	Taxonomicky nezávislé metody
	Validace metod
	Hodnocení metod

	Návrh řešení
	Detailní specifikace a formulace cíle
	Algoritmus
	Trénink
	Klasifikace

	Implementace
	Nástroje použité k realizaci
	Formát vstupních dat
	Popis funkcí

	Výsledky měření
	Zjištěné hodnoty parametru
	Experiment 1
	Experiment 2

	Závěr
	Obsah CD
	Genom

