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ABSTRAKT

Prace se zabyva vyhledavanim oblasti s vysokym obsahem adeninu a guaninu v molekule DNA.
Jejich nalezeni a stanoveni nahodnosti, funkénosti a konzervovanosti by snad mohlo vést
k lepsimu pochopeni ulozeni genetické informace v sekvenci DNA. Prvni ¢ast prace se vénuje
slozeni a struktufe DNA, jeji replikaci, transkripci a translaci v bufice. Je v ni pfiblizen pojem
genom. Nasleduje kapitola, ktera se vénuje numerickému zpracovani sekvencnich dat DNA,
nezbytnych k dal$imu zpracovani za pomoci vypocetni techniky. Je uvedena metoda denzitnich
vektort, vhodna pro vyhledani pozadovanych usekt sekvence DNA. V nasledujici ¢asti prace je
navrzena a pomoci programovactho prostfedi MATLAB realizovana aplikace pro vyhledavani
oblasti bohatych na adenin a guanin. Posledn{ ¢ast prace tvofi analyza gent cloveka, Simpanze a

mysi.

KLICOVA SLOVA

DNA, adenin, guanin, genové databaze, denzitni vektory

ABSTRACT

This work deals with searching adenine and guanine rich regions. Their finding which determines
the randomness and functionality may lead to better understanding genetic data storage in DNA
sequences. The first part of the work describes the chemical composition and structure of DNA,
its replication, transcription and translation. It contains the basic information about the genome.
The next chapter deals with numerical representation of DNA sequences, necessary for a
computer processing. Nucleotide density is a method suitable for searching adenine and guanine
rich regions. The practical part of the work is an application designed and implmented in
MATLAB environment. The last part is the analysis of human, chimpanzee and mice genes.
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UvoD

Vyvoj genetiky zaziva v poslednich letech rozmach. Objev. DNA a rozvoj technologii
umoznujicich sekvenovani dat v ni obsazenych oteviraji nové moznosti poznani. Védci véri, ze
pokud se nam podafi plné pochopit zpusob ulozeni informace v DNA, dostaneme odpovéd na
mnoho otazek tykajicich se jak pavodu, tak i existence clovéka. Jiz nyni jsou znamy konkrétni
mutace zpusobujici ¢asto velmi zavazné choroby a probiha aktivn{ vyvoj genové terapie, kladouci
si za cil najit zplsob, jak na zakladé znalosti gend nemoci lécit — at’ uz tak, ze dany gen
,»opravime* nebo ho ,,jen” deaktivujeme a zabranime tak nezadoucim projeviim jeho transkripce.
Mnohé nemoci jsou vsak multifaktorialni (ovliviiuje je vice gent) a zatim neni mozné presné urcit
mutaci, kterd je zpusobuje. Navic nam doposud neni znamo, jakym zptusobem je regulovana
exprese genu. Ve vyzkumu muze byt hodné napomocna pravé bioinformatika. Pomoci
informac¢nich technologii jsme schopni zpracovavat i pomérné velké mnozstvi informaci a

vyvozovat z nich zavéry.

Informace je v DNA zakédovana pomoci ¢tyf bazi — adeninu (A), cytosinu (C), guaninu (G)
a tyminu (T). Jak se vSak ukazalo, rozmisténi jednotlivych bazi v fetézci rozhodné nenf nahodné a
¢asto dochazi k shlukovani riznych typt bazi. Je mozné, Zze pravé takové useky DNA by mohly
indikovat pfitomnost/nepfitomnost gend, ¢i mit vliv na regulaci jejich exprese. Tato price se
zabyva vyhleddavanim oblasti sekvence s vysokym obsahem A a G, s cilem zhodnotit nahodnost,

funkci a konzervovanost nalezenych tseku.

Soucasti prace je program slouzici k vyhledavani A-G bohatych oblasti na zakladé vypoctu
denzitnich vektord. Program je napsin v programovacim prostfedi Matlab R2010a a obsahuje 1
uzivatelské rozhrani. Proto uzivatel prakticky vibec nemusi pfijit do styku s kédem programu.
Pomoci tohoto programu je provedena analyza péti genu ¢lovéka, Simpanze a mysi na obsah A-G

bohatych oblasti.



1. TEORETICKY NAHLED TEMATIKY

1.1. DNA

DNA neboli deoxyribonukleova kyselina je nositelkou genetické informace u naprosté vétsiny
znamych organizmi. Ve své struktufe kéduje informace o stavbé, funkci a reprodukei bunék,
¢imz pfedurcuje vyvoja vlastnosti celého organismu. Je také prostfedkem, kterym jsou tyto

informace pfedavany na dalsi generace. [1]

1.1.1. Historie vyzkumu DNA
Deoxyribonukleova kyselina byla popsana roku 1869 s$vycarskym lékafem Friedrichem
Miescherem. O funkci DNA toho dlouho nebylo moc znamo. Az v roce 1943 provedli Oswald
Avery spolecné s Colinem Macl.eodem a Maclynem McCaetym sérii pokust s transformaci
pneumokoku (tz. Averyho-MacLeodtv-McCartyho experiment) a zjistili, Ze DNA je genetickym

materidlem bunék.

Patrné nejslavnéjsim milnikem ve vyzkumu DNA bylo odhaleni jeji trojrozmérné struktury.
V roce 1953 byl v casopise Nature piedstaven spravny dvousroubovicovy model. Za tento objev
byli autofi James D. Watson a Francis Crick v roce 1962 ocenéni Nobelovou cenou za fyziologii a
medicinu. Nasledné v roce 1957 predlozil jiz slavny Crick sérii pravidel popisujici vztahy mezi
DNA, RNA a proteiny, dnes oznacovanou za centralni dogma molekularni biologie

(viz kapitola 1.1.4).

O rok pozdéji se podafilo prozkoumat zpusob replikace DNA v burnikach a na pocatku 60.
let byl rozlustén geneticky kéd védci H. Gobindem, R. W. Holleym a M. W. Nirenbergem. V
letech 1972 az 1975 F. Stanger a W. Gilbert vyvinuli techniku sekvenovani DNA, ¢im spustili

celou novou éru vyzkumu genetické informace. [1]

1.1.2. Struktura DNA

Stavbu DNA je mozné zkoumat na n¢kolika arovnich. Pofadi nukleotidu v linearnim dvojvlakné
nazyvame primarni strukturou. Staceni vlakna do typické, zpravidla pravotocivé, dvousroubovice
je zalezitosti sekundarni struktury. Pod tercialni strukturou se pak obvykle rozumi
nadsroubovicové vinuti, které usnadnuje kondenzaci DNA az do nadmolekularnich struktur,

jakymi jsou chromozomy. [2]

Kazda nukleova kyselina je tvofena fetézcem nukleotida, slozenych ze tff ¢asti — fosfatovou
skupinou, pétiuhlikatym cukrem a cyklickou dusikatou slozkou zvanou baze. V DNA je cukrem
2-deoxyriboza a bézné se v ni vyskytuji ¢tyfi baze: adenin (A), cytosin (C), guanin (G) a tymin (T).
Adenin a guanin jsou bicyklické baze zvané puriny, cytosin a tymin jsou monocyklické baze

nazyvané pyrimidiny. Jejich chemicka struktura je vidét na Obr. 1. [1]


http://cs.wikipedia.org/wiki/Ontogeneze
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Obr. 1 Struktura ctyf béznych deoxyribonukleotidu pfitomnych v DNA [3]

Polynukleotidové fetézce jsou slozeny ze sekvence nukleotidd spojenych navzajem
fosfodiesterovymi  vazbami, které propojuji sousedni deoxyribézové skupiny. Dv¢
polynukleotidova vlakna se otaci kolem sebe ve spirale, pficemz jsou drzena pohromadé ve
sroubovicové konfiguraci vodikovymi vazbami mezi bazemi opacnych vlaken; vysledné pary bazi
jsou uspofadany nad sebou mezi dvéma fetézci kolmo k ose molekuly jako schody tocitého
schodiste. Parovani je specifické a vyplyva ze schopnosti tvorby vodikovych vazeb bazemi
v jejich normalnich konfiguracich, guanin se vzdy paruje s cytosinem tfemi vodikovymi mustky a
adenin tvoif s tyminem dvé vodikové vazby. Vsechny pary bazi se tak skladaji z jednoho purinu a

jednoho pyrimidinu. [1]

° Vodik
o © Kyslik
g @ Dusik
= © Uhlik
> © Fosfor
©
>

T A

Velky Zldbek

®

Pyrimidiny Puriny
Obr. 2 Znazornéni dvousroubovicové struktury DNA [4]

Jakmile je znama sekvence bazi v jednom vlakné je mozné na zakladé specifického parovani
bazi urcit i sekvenci druhého vlakna. Tato vlastnost DNA se nazyva komplementarita a poskytuje
jedinecny nastroj pro wulozeni a pfenos genetické informace z generace na generaci.

(kapitola 1.1.3). 1]

Vsechny funkéni molekuly DNA, obsazené v zivych bunkach jsou jesté nadsroubovicové
vinuty (superspiralizovany). Béhem metafaze midzy a mitézy je DNA za pomoci proteinu jesté
vice sbalena a kondenzovana do kompaktnich chromozomau. [1]
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1.1.3. Replikace

Replikace je proces, pfi kterém dochazi k zmnozeni molekul DNA, pficemz z jedné matefské
molekuly vzniknou dvé naprosto stejné dcefiné, kazda s jednim vlaknem puavodni DNA a jednim
vldknem nové syntetizovanym, proto se tento proces nazyva semikonzervativn{ replikace. Vlakna
matefské DNA slouzi jako templat a na zakladé parovani baz{ jsou k nim postupné piidavany
komplementarni baze do vlakna dcefiného, tj. pofadi bazi v kazdém dcefiném vlakné je

podminéno schopnosti bazi matefského vlakna tvofit vodikové vazby. [1] [2]

Replikace se uplatiuje pfi rozmnozovani, kdy zajist'uje identitu obou dcefinych bun¢k. U
cloveka probiha syntéza nového fetézce DNA rychlosti pfiblizné 3000 nukleotidt za minutu. Aby
byl proces efektivnéjsi, neprobiha replikace postupné po celém vlikné, ale hned na nékolika
mistech najednou. Jelikoz ale hlavni enzym replikace DNA-polymeraza muze katalyzovat syntézu
pouze ve sméru 5°—3" konci je jedno vldkno tvofeno prubézné a dalsi prerusované. Opozd'ujici
se vlakno roste syntézou kratkych fragmentt zvanych Okazakiho fragmenty (viz Obr. 3). [1] [2]

Primaza
Primer

opoZdujici se
vidkno

5’

Topoizomeraza

DMA polymeraza &
Helikaza

SSB proteiny

Obr. 3 Replikace DNA [5]

Cely proces je mnohem slozit¢jsi, ale neni objektem této prace, proto se jim nebudu zabyvat.
Mohu vsak jesté poznamenat, ze pfes slozitost a soucasn¢ velkou rychlost replikace je jeji

pfesnost opravdu ohromujici — praimérné jedna chyba na miliardu vélenénych nukleotidua. [1] 2]

1.1.4. Transkripce a translace

Centralni dogmata molekularni biologie popisuje cestu pfenosu informace mezi biopolymery.
Riké, Ze informace uchovani v DNA sc transkripci pfenasi do molekul RNA a translaci do
proteini. Exprese genetické informace tedy probiha ve dvou krocich. Pfi transkripci se jedno
vlakno DNA pouzije jako templat pro syntézu vlakna RNA, oznacovaného jako transkript. Pfi
translaci je nasledné¢ nukleotidova sekvence RNA pfevedena do sekvence aminokyselin
polypeptidového produktu genu. Tento pfevod je fizen genetickym kodem, ktery urcuje
aminokyseliny podle triplett v transkriptu, zvanych kodony (Obr. 4). [1] [2]
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Obr. 4 Geneticky kod [6]

Translace probiha v ribozomech, slozitych makromolekularnich ustrojich slozenych ze tif az peti
molekul RNA a 50-90 raznych proteina. Molekuly RNA prekladané v ribozomech nazyvame
mediatorova RNA (mRNA). U prokaryot se mRNA shoduje s primarnim transkriptem. U
eukaryot vSak vétsina jadernych gent obsahuje nekédujici sekvence zvané introny, které oddéluji
kodujici sekvence zvané exony. Proto byvaji primarni transkripty (prekurzory mRNA neboli
pre-mRNA) jesté vjadfe zpracovany - introny jsou odstranény sestfihovymi reakcemi
v makromolekularnich = strukturach zvanych spliceozomy. Teprve takto upravena mRNA

vystupuje z jadra ven do cytoplazmy, kde na ribozomech probiha translace. [1] [2]

Translaci nukleotidové sekvence v molekule mRNA do aminokyselinové sekvence
polypeptidového produktu Ize rozdélit do tif fazi: iniciace, elongace a terminace polypeptidového
fetezce. [1] [2]

Syntézu polypeptida zahajuje specialni transferova RNA (tRNA) jako odpovéd na iniciaéni
translacni kodon (obvykle AUG a nékdy GUG). Proto syntéza vsech polypeptidt zacina
methiolinem, ktery se ale z polypeptidu ¢asto pozdéji odstépuje, takze funkéni proteiny nemusi
mit na aminokonci methionin. Spolu s tRNA se na mRNA navazi iniciacni faktory a mala
Iniciacni komplex prohlizi mRNA od 5"-konce a hledd kodon AUG pro iniciaci translace,
pficemz ucinnost, sjakou se dany kodon AUG pro iniciaci vyuziva, zavisi na pfiléhajic
nukleotidové sekvenci. Optimalni iniciacni sekvenci je 5'-GCC(A nebo G)CCAUGG-3". Purin

(A nebo G) umistény tfi baze proti sméru translace od inicia¢cniho kodonu a G, ktery za nim
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bezprostiedné nasleduje, jsou nejdulezitéjsi — ovliviuji ucinnost translace vice nez desetinasobné.
Jakmile je triplet nalezen, iniciacni faktory komplex opousti a misto nich se navaze velka
podjednotka, ¢imz vznika aplny ribozom. Komplex ribozom/mRNA/tRNA je pfipraven zahijit

druhou fazi translace — elongaci. [1] [2]

Pridani kazdé aminokyseliny do rostouciho polypeptidu vyzaduje tfi kroky. Nejdfive navazani
aminoacyl-tRNA (tRNA s aminokyselinou odpovidajici kodonu ¢tenému na mRNA — tRNA
obsahuje tzv. antikodon) do mista A ribosomu. Druhym krokem elongace je tvorba peptidové
vazby mezi aminoacyl-tRNA v mist¢ A a karboxylovym koncem rostouctho polypeptidového
fetézce pfipojeného k tRNA v miste¢ P. Behem tfeti faze dochazi v dasledku posunu ribozomu o
tii nukleotidy smérem k 3’-konci molekuly mRNA k translokaci peptid-tRNA z mista A do mista
P a tRNA z mista P do mista E, kde se odstépi od aminokyseliny jiz navazané na polypeptidovy
fetézec. Posunem se navic uvolnilo misto A a ribozom je pfipraven zahajit dalsi cyklus elongace

fetézce (Obr. 5). [1] [2]

N l@p

noveé vznikajici protein '
e_

aminokyseliny

velka podjednotka

mala podjednotka

Obr. 5 Transkripce na ribosomu [6]

Elongace prechazi do tfeti faze terminace, jakmile do mista A vstoupi kterykoliv ze stop
kodonu (UAA, UAG nebo UGA). Tyto tfi kodony jsou rozeznany proteiny zvanymi uvoliovaci
faktory, které zpusobi, ze ke karboxylovému konci vznikajictho polypeptidového fetézce je
navazana molekula vody. Tim se ukonci syntéza polypeptidu, ktery je nasledné spolu s mRNA

uvolnén z ribozomu. Terminace je dokoncena rozpadem ribozomu na podjednotky. [1] [2]
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1.1.5. Oblasti bohaté na adenin a guanin
Molekula DNA obsahuje, jak jiz bylo zminéno vyse, ¢tyfi baze, z toho dvé purinové a dvé
pyrimidinové, pfi¢em? se paruje vidy baze purinova s bazi pyrimidinovou. Cim? je dano, Ze jejich
obsah v molekule DNA musi byt stejny. Rozlozen{ purinovych a pyrimidinovych bazi mezi
jednotlivé fetézce DNA vsak uz stejnomérné byt nemusi a také casto neni. V genomech raznych
organismu i ¢lovéka se nachazeji prekvapiveé dlouhé useky, kde se na jednom fetézci shlukuji baze
A a G (purinové) a na druhém komplementarni baze C a T (pyrimidinové). Takovéto useky se
casto vyskytujl pfed geny. I samotné geny byvaji podobné asymetrické, pficemz kodujici

informace je zpravidla ulozena na fetézci bohatém na A a G. [7]

Shluky purinovych bazi mohou utvaret nékolik sekvencnich motivii. Nejznaméjsi jsou shluky
guanint tvofici tetraplexovou DNA. Vysoky obsah purind v fetézci zpravidla pfispiva ke
konformacni stabilit¢ DNA. V dinukleotidu ApG se sousedni pary mezi fetézci prekryvaji a

v daném misté je tak DNA extrémné zavinuta. [7]

Predpoklada se, ze razny obsah purinovych a pyrimidinovych bazi na jednotlivych fetézcich
DNA ma vyznam v regulaci molekularné biologickych procesu (transkripce genu, replikace DNA

apod.). Podobnym mechanismem by mozna mohly byt tyto procesy ovliviiovany i uméle.

1.2. Genom (Clovék, Simpanz, mys)

Genom je veskerd genetickd informace ulozend v DNA konkrétniho organismu. UZeji jej
muzeme chapat jako kompletni sekvenci jaderné DNA — tedy jedné sady chromozomu — aviak
muze do néj byt zahrnuta navic 1 kompletni DNA obsazena v bunécnych organelach (u zivocicha
se jedna o mitochondrialnif DNA). [1] [2]

1.2.1. Mapovani genomu, sekvenace
Pii zkoumani genomu je potieba zjistit nasledujici fakta. V prvé fadé kolik ma organismus
chromozomu. Za druhé, na kterém chromozomu a kde na ném se ktery gen nachazi. A konecné¢
za tfeti, v soucasné dob¢ je jiz celkem bézna i sekvenace genomu, pii které zjistime kompletni
sekvenci molekul DNA. [2]

Nase dnesni schopnost sekvenovat v podstat¢ jakoukoliv molekulu DNA je vysledkem ctyf
hlavnich objevi. Nejdualezitéjsim pralomem byl objev restrikénich enzymu a jejich schopnost
vystépit z chromozomu specificky usek. Dalsi velky pokrok predstavovalo zdokonaleni gelové
elektroforézy az tak, Ze mohou byt rozdéleny fragmenty DNA lisici se jen o délku jednoho
nukleotidu. Stejné tak dulezité bylo zdokonaleni klonovani gent, které umozni piipravu velkého
mnozstvi konkrétnich molekul. K tomuto ucelu se vyuziva PCR (z anglického polymerase chain
reaction = polymerazova fetézova reakce). A konecné védci vynalezli postup, kterym mohou byt
stanoveny nukleotidové sekvence DNA. Nejcastéji se vyuziva postup vyvinuty v sedmdesatych

letech minulého stoleti Frederickem Sangerem a jeho kolegy, oznac¢ovany jako Sangerova metoda.

[11 2]
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Sangerova metoda vyuziva in vitro syntézy DNA v pfitomnosti upravenych 2°,3'-
dideoxyribonukleozidtrifosfata (ddATP, ddCTP, ddGCP a ddTTP), které nemaji na 3 “uhliku OH
skupinu. Jestlize jsou zafazeny do prodluzujiciho se fetézce syntetizované DNA, syntéza nemuze
dale pokracovat a je ukoncena. Pokud pouzijeme ve c¢tyfech oddélenych reakcich pokazdé jiny
dideoxyribonukletid jako terminator (v jedné smési ddATP, v dalsi ddCTP atd.) budou vytvofeny
Ctyfi soubory fragmentt, kde kazdy bude obsahovat fetézce, které budou vzdy ukonceny stejnou

bazi (A, C, G nebo T). [1] [2]

V dané reakci je udrzovan pomér dXTP : ddXTP (kde X je jedna ze ctyf bazi) piiblizné
1:100, takze pravdépodobnost ukonéeni fetézce je 1/100. Vznikne tak soubor fragmenta
koncicich ve vSech moznych mistech sekvenovaného fetézce DNA. Poté jsou fetézce separovany
polyakrylamidovou gelovou elektroforézou a jejich pozice v gelu se vizualizuji autoradiografii.
Nejkratsi fragment urazi nejvétsi vzdalenost a da vzniknout pruhu nejblize k pozitivni elektrode,
kazdy nasledujici pruh obsahuje fetézec o jeden nukleotid delsi nez predchozi. Toto je provedeno
pro vsechny ¢tyfi soubory fragmentd. Postupnym ctenim pruhu na gelu, kde pozice pruhu urcuje
pozici v fetézci a to zjaké sady fragment pochazi, udava druh baze na tomto misté, zjistime

poradi bazi ve studované sekvenci. (viz Obr. 0) [1] [2]

A C G T

Obr. 6 Sekvenovani DNA metodou koncovych terminatora — sekvence TCACGGCTTAGCA |2]

V soucasnosti jsou sekvenace DNA zpravidla provadény na automatickych sekvenacnich
piistrojich, které  vyuzivaji metodu zminénou vyse, jen lehce modifikovanou.
Dideoxyribonukleotidy jsou znaceny fluorescencnim barvivem diky ¢emuZ je mozna separace
vsech produktd vjedné draze gelu ¢i kapilafe, druh baze je urcovan na zakladé barevného
znaceni. To muze byt pomoci fotobunky snimano a pfenaseno do pocitace, ktery analyzuje,

zaznamenava a tiskne vysledky. (ukazka vystupu pocitace viz Obr. 7) [1] [2]
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Obr. 7 Pocitacovy vystup nukleotidové sekvence [8]

Vsve

narast mnozstvi sekvenovanych dat. V dnesni dobé se jich denné¢ hromad{ velké mnozstvi na

vefejnych internetovych strankach, kde jsou piistupné komukoli, kdo je chce pouzit.

1.2.2. Projekt lidského genomu
Projekt lidského genomu byl zahajen v roce 1990 s cilem sekvenovat cely lidsky genom — asi tii
miliardy nukleotidovych part — do roku 2005. Pod vedenim Francise Collinse spolupracovalo na
mezinarodnim projektu osm vyzkumnych tymt ve Spojenych statech americkych a jeden tym ve
Velké Britanii. V kvétnu 1998 vsak J. Craig Venter omracil cely svét oznamenim, ze se spojil
s firmou PerkinElmer Corporation a vytvofili novou spole¢nost Celera Genomics, ktera chce
skenovat lidsky genom za pouhé tii roky. Zavod o to, kdo identifikuje, sekvenuje a patentuje

dulezité geny, zacal. [1]

Venterovo prohlaseni bylo zalozeno na dvou klicovych vymozenostech. Prvnim byla
celogenomova ,,shotgun® sekvenace, ktera je zalozena na rozlozeni celého genomu na mensi
¢asti, skenovani pouze koncu téchto fragmentd a nakonec uziti supervykonného pocitace pro
sestavenf kompletni sekvence, tak Ze najdou prekryvajici se casti jednotlivych fragmentd.
Vypocet, ktery provedl 500 miliéona biliént porovnani dvojic bazi, vyzadoval 64 gigabytt sdilené
paméti superpocitace spolecnosti Celera Genomics a zabral vice nez 20 000 hodin procesoru.

Veédci verd, ze slo o dosud vibec nejvétsi "biologicky" vypocet v historii lidstva. [1] [9]

Trocha konkurence a technologicky pokrok projekt urychlily. 15. dnora 2001 (tedy o Ctyfi
koky dfive nez bylo v planu) publikovalo The International Human Genome Sequencing
Consortium podporované z vefejnych prostfedktt svou prvni verzi sekvence lidského genomu
v casopise Nature. Den na to 16. tunora 2001, soukromé financovana skupina Celera Genomics

publikovala svou verzi v ¢asopise Science. Konsorcium pokracovalo ve své praci a v fijnu 2004
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vydalo téméf kompletni sekvenci genomu pokryvajici pfiblizné 99% euchromatické DNA.
Prekvapenim bylo zjisténi, ze odhadovany pocet genti byl mensi, nez se odhadovalo (cca 30 000

proti predpokladanym 50-100 tisfci). [1]

Projekt lidského genomu byl jedine¢ny nejen vysokou drovni mezinarodni spoluprace, ale
také v tom, ze se jako prvni velky védecky projekt zacal vazné zabyvat nejen vyzkumem jako
takovym, ale také etickymi, pravnimi a socialnimi otazkami spojenymi se sekvenaci genomu. Mezi
nejcastéji zminované otazky patfi, jaky pfistup budou mit ke genetickym informacim pojist’ovny,
zaméstnavatelé, soudy, skoly 1 jiné instituce a jakym zpusobem bude tento pfistup vyuzivan.
Dalsim dilezitym tématem je otizka divérnosti a ochrany genetickych informaci. Kdo ji zajisti?
Neopominutelny je také psychologicky dopad nové pfistupnych informaci na jednotlivce i celou
spole¢nost. Tyto a podobna témata budou v budoucich letech nejspise ¢im dal vice aktualni a

bude tfeba se s nimi vyrovnat. [9] [10]

1.2.3. Projekt mySiho genomu
Kromé lidského genomu byly sekvenovany také genomy mnohych dalsich organismu. Jako prvni
eukaryoticky organismus byly sekvenovany pekafské kvasinky Saccharomyces cerevisiae v roce
1996, nasledovaly je dal$i modelové systémy jako hlistice (Caenorhabditis elegans) v roce 1998 a
v roce 2000 byly zvefejnény genomy octomilky (Drosophila melanogaster) a modelové rostliny
Arabidopsis thaliana. Poté nasledovalo mapovani genomu savct, napf. psa, potkana a také mysi a

Simpanze. [1]

Mys$ (mus musculus) je nejbéznéjsim modelovym organismem pro biologii savcu, lidské
nemoci a evoluci genomu. Jeji genom byl sekvenovan a vysledky byly zvefejnény v casopise
Nature uz v roce 2002. Sekvence genomu mysi umoznuje lepsi pochopeni lidského genomu a
dulezity nastroj pro biomedicinsky vyzkum. V soucasnosti jsou mysi vyuzivany k modelaci
lidskych dediénych chorob. Jako prvni je pro tento ucel pouzil Oliver Smithies. Takovymto
modelem byla mys nesouci stejnou mutaci, jaka u clovéka vyvolava cystickou fibrézu. V dnesni

dobé¢ prfesahl pocet mysich modela lidskych dédi¢nych chorob pét stovek. [11] [12]

1.2.4. Projekt genomu Simpanze
Pan troglogites neboli simpanz je spolu s dal$imi lidoopy nejblizsi piibuzny clovéka, proto je
dualezitym modelem pro studium biologie, nemoci a evoluce. Vyzkum Simpanze poskytl novy
vhled do poznani né¢kterych nemoci, napt. AIDS, cukrovky ¢i zloutenky. Rozdily mezi sSimpanzim
a lidskym genomem mohou definovat geneticky zaklad vlastnosti, které odlisuji clovéka od

ostatnich primata. [13]

V zaff roku 2005 byl v casopise Nature publikovan ¢lanek o hrubém pfecteni genomu
simpanze. Na tomto tkolu pracovalo 67 védct z celkem 23 dstavt sdruzenych v Chimpanzee
Sequencing and Analysis Consortium. Vysledky prace potvrzuji jen minimalni rozdily mezi timto
lidoopem a clovékem. V genech (¢asti genomu obsahujici exony) ¢ini rozdil pouhého 1,2%.
Rozdil naroste na 4%, pokud vezmeme v tvahu i introny. Zajimavosti je, ze nejvice odlisnosti

mezi obéma tvory se objevuje na samc¢im chromozomu Y, nejméné jich védei nasli na sami¢im
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chromozomu X. Ackoli se rozdil mezi genomy zda malicky, pfedstavuje ve vice nez 3 miliardach
pismen miliény mist, kde se oba tvorové ve své DNA odlisili. Zatim vsak neni jasné, které

odchylky maji jaky vyznam. [14]

Je znamo vice teorii o genetické podstaté vzniku cloveka. Prvni pocita s tim, ze se mutacemi
zmeénily geny a s nimi i bilkoviny, které umoznili ¢lovéku evolucni dspéch, ptipadné ze clovéku
pomohla na evolu¢ni vysluni ztrata nckterych genu, které branily v evoluci nasim zvifecim
pfedkim. Jind teorie tvrdi, ze se geny pfili§ nezménily, ale zato prosla vyznamnou proménou
jejich regulace. Receno nadnesené, lidsky genom pak podle této teotie hraje se stejnym
ansamblem gent jinou pisnicku nez Simpanzi. Pravé tato teorie by podle vétsiny odbornika

mohla vysvétlovat velkou ¢ast genetickych pficin vzestupu cloveka. [14]

1.3. Vefejné genové databaze

Zaklady bioinformatiky byly polozeny v 80. letech minulého stoleti, kdy bylo védecké usili
vnimano jako zalezitost pfedevsim vefejna (a také bylo zpravidla financovano z vefejnych
rozpocta ¢i alespon z neziskovych zdroji) a méfitkem kvality vyzkumu byly publikace, nikoliv
patenty. Zfejmé z toho divodu je vibec mozné, Zze se volné sdileni sekvencnich dat stalo
standardni praxi, od niz uz (snad) nelze upustit. Vyznamné casopisy dnes po autorech

publikujicich sekvené¢ni data vyzaduji, aby je zptistupnili odborné vefejnosti. [15]

V piipadé zvefejnovani sekvenci DNA je standardem trojice primarnich databazi
mezinarodniho konsorcia (Internacional Nucleotide Sequnce Database Collaboration). Jedna se o
americkou databazi GenBank provozovanou NCBI (the National Center for Biotechnology
Information), evropskou EMBL (European Molecular Biology Laboratory Data Library) a
japonskou DDBJ (DNA Data Bank od Japan). Jejich obsah je téméf totozny, jelikoz si denné
vyménuji veskeré zmény v datech. V primarnich databazich bylo v dubnu 2011 ulozeno zhruba
191,4x10” part bazi v 135x10° sekvencich pochazejicich z vice nez 380 000 organizmii. Vzhledem
k tomu, ze produkce sekvecnich dat neustale nartstd, je adrzba primarnich databazi dctyhodnym
ukolem. [1] [15]

( o®
> EMBLE
NCBI

i (DDBJ

DMNA Data Bank of Japan

Obr. 8 Loga nejvétsich vefejnych genovych databazi

Aby databaze plnily svou funkci, musi byt mozné data v nich ulozené aktivne tifdit a
vyhledavat v nich informace podle pfedem zvolenych kritérii. K vyhledavani a stahovan{ zaznamu
z databazi slouzi webové uzivatelské rozhrani. Umoznuje vyhledavat zaznamy na zakladé

piistupovych kédu, klicovych slov v nazvech a anotacich, jmen autort a literarnich citaci. Je
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mozné také putovat mezi zaznamy, piipadné mezi databazemi, pomoci kfizovych odkazt. Dale
jsou také k dispozici pokrocilej§i nastroje, napf. prohledavani na zakladé podobnosti sekvenci
samotnych (funkce BLAST a pod.). [15]

1.4. FASTA format

FASTA je softwarovy balik slouzici pfi zarovnavani nukleotidovych a aminokyselinovych
sekvenci. Poprvé byl popsan jako FASTP D. J.Lipmanem a W. R. Pearsonem v roce 1985,
pavodné jako algoritmus pro vyhledavani podobnosti v proteinovych sekvencich. [15] [16]

Sekvence se formatu FASTA, téz nazyvaném Pearsonuv format, je bézny textovy soubor.
Zacina jednotadkovym popisem a nasleduji fadky sekvencnich dat. Popisny fadek je odlisen
uvodnim znakem > a slouzi jako jedinecny identifikdtor sekvence. Presny format hlavicky
sekvence neni dan. Obvykle obsahuje zkratku databaze, ze které sekvence pochazi, identifikacni

koéd sekvence v databazi, nazev sekvence, umisténi a lokus genu. Ukazky moznych formata
hlavicky jsou vidét v Tab. 1. [15] [16]

Tab. 1 Priklad hlavicky formatu FASTA

Nazev databaze Hlavicka

GenBank gl | gi-number | gb | accession |locus
EMBL Data Library gi| gi gl | gi-number | emb | accession |locus
DDBJ, DNA Database of Japan gi | gi-number | dbj | accession | locus
GenBank gi| gi-number | gb | accession |locus
Protein Research Foundation prf| |name

SWISS-PROT sp | accession | name

Po hlavicce nasleduji sekvenéni data reprezentovany ve standardnich kédech aminokyselin a
nukleotidd dle TUB / IUPAC (viz http://www.iubmb.org/ a http://www.iupac.org/).
Podporované kédy nukleovych kyselin jsou uvedeny v Tab. 2 [16] [17]

Tab. 2 Podporované kédy nukleovych kyselin

A — adenin M — A C (amino skupina)
C — cytosin S — G C (silnd interakce)
G - guanin W - A T (slabd interakce)
T —  tymin B — GTC
u - uracil D — GAT
R - G A (purin) H — ACT
Y —  TC (pyrimidin) N — GCA
K - G T (keto skupina) N —  AGCT (kterékoliv)

Ukazka casti zapisu sekvence ve formatu FASTA:

>gi]1291061370:¢c6360199-6181755 Pan troglodytes chromosome 6 - 2.1.4

AAGGGCGCACCTGCCGGGATAACAGGCCAGATGAAGTAAATAGAAAATCATCTGAGCTCCCCTACTGGCT
CCAGCTGTGGAGAAGGGGGAGGAGAAAACCCTGTGGGACAGGGGAGGAGGGTGAGGGCTCCTCTTAGGAA
GTTATTTAAGAGCCAACTGTCTTGTCTTTCCCGAGTCCGTTTGAGGAAGTCCCCGAGGCGCACAGAGCAA
GCCCACGCGAGGGCACCTCTGGAGGGGTGCGCCTGCAGGTAAGCCACCGCCCCTCCACCCTATGAGCCAG
GGCCCGCTGCGTCCACCTTCTGCACCTCGGTTTCCTGGTTGAACCAGCAAGCGGCTTGCTCTGGGCCCTG
TGGCGCCGGTCACAGGCAGCTCCACTTGCCCAATCCTGGCTTCCCGCCCCCAACTCCGCACCTGCCCAGC
TTATGGAGCTGAAACACAAAAGGTGGAGGGAGTGGGGCCAAGTGAGAACGCAGGAGGGGGCTGGAALCCCC
GCCGGCTTGCTCCCCACTCCGCGCGAATNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
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2. NAVRH METODY VYHLEDAVANI A-G BOHATYCH OBLASTI

2.1. Numericka reprezentace

Cilem této prace je navth metody pro vyhledavani adenin-guanin bohatych oblasti. Pro
pocitacové zpracovani genomické sekvence je zpravidla nutné ji nejdfive pfevést ze symbolického
zapisu do numerického. Metody, jakymi je sekvence DNA pfevedena z pismen do ciselné
abecedy, jsou ruzné. Nejjednodussim fesenim, které se nabizi je pismena A, C, G, T nahradit
realnymi ¢isly 1, 2, 3, 4. Toto feseni vsak neni nejvhodnéjsi, pro zavadéjici c¢iselné hodnoty
jednotlivych bazi, které nejsou nijak biologicky podlozené. Pro jednoduché operace se vsak da
tato metoda pouzit. Jiny pomérné jednoduchy zptsob spociva v nahrazeni pismen komplexnimi
¢isly, kdy A=1+j, C=-1-j, T=1-, G=-1+}. Vyhodou této metody je, ze komplexni ¢isla v sobé
mohou skryvat informaci o pozici v prostoru, coz je mozné vyuzit pro grafické zobrazeni
sekvence. [18] [19]

Dalsim zpusobem zpracovani genomickych dat je binarni reprezentace. Pfi této metodé se
z jedné posloupnosti bazi vytvofi ctyfi vektory osahujici nuly a jednicky. Kazdy fetézec odpovida
jednomu pismenu (bazi), pficemz jednicka v daném fetézci odpovida pfitomnosti odpovidajiciho
pismene (baze) na dané pozici a nula znamend, ze se dané pismeno (baze) na této pozici v fetézci
nevyskytuje. Takto vzniklym feté¢zcim se fika indikacni vektory a zpravidla se znaci «A/n/, nC/n],
uG/n], a uT[n]. Tuto reprezentaci jsem si vybrala pro mé zpracovani, proto pro nazornost uvadim
piiklad vypoctu indikac¢nich vektora k sekvenci ACTCTTAGGC: [18] [19]

#A4=1000001000
#C=0101000001
#G=0000000110
#1=0010110000

Pro binarni reprezentaci se ¢tyfmi vektory se pouziva oznaceni 4D. Existuji vsak i 3D binarni
reprezentace, kdy je sekvence interpretovana pouze tfemi vektory aniz by dochazelo ke ztraté
informace. 3D reprezentace se vyuzivaji pro grafické znazornén{ v RGB spektru. Ja ve své praci

pouziji 4D binarni reprezentaci. [18] [19]
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2.1.1. Denzitni vektory
Mym ukolem je nalézt useky sekvence DNA s vysokym obsahem A a G. Moznosti, jak je
identifikovat, je sledovat lokalni zastoupeni jednotlivych nukleotidt — tzv. nukleotidovou denzitu.
Ta vyjadfuje pramérné zastoupeni jednotlivych nukleotida v dané casti sekvence. Denzita
nukleotidu je jednoducha a efektivni metoda numerické reprezentace symbolické sekvence DNA.
P1i jejim vypoctu jsou nejdiive vytvofeny indikacni vektory (viz kapitola 2.1) a nasledné spocteny

denzitni vektory podle nasledujiciho vzorce: [20]

dy[n] = pron=1..N, (1)

kde N je délka sekvence, W je velikost okna, X je typ nukleotidu. Velikost posuvného okna I
musi byt liché ¢islo, protoze # je pozice centralntho prvku okna. Posuvné okno se pohybuje po
celé délce indikacniho vektoru a na pozici 7 vrati pramér hodnot obsaznych v okné. Pro eliminaci
vlivu zac¢itku a konce indikacnich vektorl se na jejich zacitek a konec pfidava /2 nul (podil
zaokrouhlujeme vzdy dold). Timto zpusobem ziskime sadu ctyf denzitnich vektord. Pro
nazornost uvadim piiklad vypoctu denzitnich vektora pro sekvenci uvedenou vyse
(v kapitole 2.1), hodnotu okna zvolime W=5, délka sekvence N=10. V prvé fadé doplnime

indikac¢ni vektory o /2 nul, na za¢atku i konci tak pfidime dvé nuly: [20]
#A4=00100000100000
#C=00010100000100
#G=00000000011000
#1=00001011000000

Nyni budeme vektory postupné prochazet oknem o velikosti 5 a pocitat pramér hodnot
v ném obsazenych. Prvnf hodnotu denzitniho vektoru pro adenin spocteme tak, Zze vezmeme

prvnich pét hodnot rozsifeného vektoru 74 a podélime je délkou okna:
d,[1]=(0+0+1+0+0)/5=1/5

Nasledné se okno posune o jeden prvek doprava a mizeme tak spocist hodnotu denzitntho

vektoru na pozici dvé:
d,[2]=(0+1+0+0+0)/5=1/5

Obdobné¢ postupujeme i dale a ziskame sadu ¢tyf denzitnich vektorut:

T 55555555
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Délku okna je potfeba zvolit dle délky sekvence a pozadované rozliSovaci schopnosti. Jako
minimalni smysluplna velikost byva uvadéna délka okna 5. Pfi vyuziti nukleotidové denzity pro

dalsi analyzy je vzdy nutné délku okna optimalizovat.

Vyhodou zpracovani sekvenci pomoci nukleotidovych denzit je moznost vysledky
reprezentovat graficky. Nejjednodussim zpusobem je prosté vykresleni samotnych denzitnich
vektort. Dal$i moznosti je vizualizace sumaci vektort nukleotidu, které maji néjakou spolecnou
biochemickou vlastnost, naptiklad dle déleni na purinvé/pyrimidinové nukleotidy, nukleotidy
obsahujici keto/amino skupinu a podobné. (viz kapitola 1.1.2) Tato moznost je vhodna prave
v mém pfipadé, kdy muizu zobrazit obsahy A a G, proti obsahu C a T. Potfebné vektory
dostaneme jednoduse souctem odpovidajicich hodnot denzitnich vektrord A a G a poté C a T.

Budeme-li pokracovat v nasem piikladu, dostaneme nasledujici: [20]

234432211

L,==Z_-1-ZZ2Z2Z2Z
der 555 555555

Vizualizovany vysledek nasi vzorové sekvence je viditelny na Obr. 9. Pouhym pohledem na
obrazek jsme schopni zjistit, Ze v prvni c¢asti sekvence pfevladaly baze C a T, zatimco v druhé

c¢asti byla vétsi denzita baz{ A a G.

o
o)

o
o

o
N

Nukleotidova denzita [-]

o
N

Délka sekvence [bp]

Obr. 9 Grafické znazornéni sumy denzitnich vektora sekvence ACTCTTAGGC, W=5

Nas piiklad byl samozfejmé velmi jednoduchy a predevsim sekvence byla piili§ kratka.
Obvykle se zpracovavaji sekvence mnohem delsi — stovky az tisice para bazi. Délce sekvence je
pak uzpusobena i velikost okna. Na Obr. 10 je vidét priklad zpracovani denzitnich vektora pro

mitochondrialni gen COX1 dravee Accipiter gentilis.
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Obr. 10 Sumy denzitnich vektort mitochondrialniho genu COX1 dravce Accspiter gentilis dle
biochemickych vlastnosti nukleotida, W = 25. [20]

Tvorba denzitnich vektora je jednoduchd a efektivni metoda numerického zpracovani,
umozujici zobrazit pramérné zastoupenti jednotlivich nukleotidii v sekvenci. Zadné dvé rozdilné
sekvence nemajf stejné nukleotidové denzity. Avsak pii zpétné rekonstrukci symbolické sekvence
v nekterych piipadech neni mozné urcit pfesnou polohu nukleotidu, pfedevsim na zacatku a
konci sekvence — ztracime informaci o presné pozici nékterych nukleotida. Zpétna rekonstrukce

proto neni jednoznaéna. [20]
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2.2. Vyvojovy diagram

Vyvojovy diagram je grafické znazornéni algoritmu. Algoritmus je pfesny postup, ktery vede
k vyfeseni problému. Jednotlivé operace provadéné v prubéhu algoritmu jsou v diagramu

znazorneény specifickymi symboly spojenymi Sipkami. [21]

Macteni sekvence DNA z fasta Wytvofeni nulovich vektord uA, uC,
souboru (seq) a zjidténi jeji délky (N) uG a uT o délce M

znak na ;S:?J.:‘:T?I:' sekvenci uh (i) =1
uc (i) =1
uG (i)=1
uT {i}=1

User Input Ma zatatek a konec vektord uA, uC, uG a
Zvolte velikost okna W uT pridej W2 nul

dA (i) = sum{ uA (i) aZ vA (iI+W) ) W

dC (i) = sum{ uC (i) aZ uC (i+W) ) W

dG (i) = sum( uG (i) aZ uG (i+W) ) W

dT (i) = sumi uT (i) aZ uT (i+W) ) W
T

Obr. 11 Vyvojovy diagram vypoctu denzitnich vektort ze sekvence DNA
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Na Obr. 11 Vyvojovy diagram vypoctu denzitnich vektora ze sekvence DNA je vidét

vyvojovy diagram znazornujici algoritmus vypoctu denzitnich vektord ze symbolické sekvence

DNA. Na Obr. 12 je vidét dalsi postup pii zpracovani denzitnich vektori a realizace vyhledani a

zapsani pozic mist v sekvenci s vysokym obsahem adeninu a guaninu.

dAG = dA + dG
dCT =dC +dT

User Input
Zvolte prah znacici jiZ wyznamnou
denzitu nukleotidd

AG=[AGI] |

CT=[CTi] H

Obr. 12 Vyvojovy digram zobrazujici zpracovani denzitnich vektort a algoritmu pro urceni pozic
v sekvenci s obsahem AG vyssim nez prah

2.3. Pseudokod

Pseudokdd (pseudo-code) je jazyk pro popis algoritmti nezavisly na programovacim jazyce. Je

urcen pro cloveka nikoli pro pocitac. Zakladni fidici konstrukce vychazi z konstrukce

programovacich jazykt. Zapis vSak byva krat${ a jednodussi, z dtvodu, Ze se pracuje na vyssi

abstraktn{ drovni. Nemusi se dodrzovat pfesna syntaxe (stfedniky, zavorky a podobné).

V pseudokodu je vhodné vyuzivat komentafu; vysvétlit viznam parametra a specifikovat vstupy a

vystupy. [22]

Tab. 3 Ukazka algoritmu arrayMax(A,n) v pseudokddu a v Jave [22]

Algorithm arrayMax(A,n):
Input:Pole A obsahujici n celych cisel.
Output:Maximalni prvek v poli A.
currentMax « A[0]

fori«< 1ton-1do

if currentMax < A[i] then
currentMax « A[i]
return currentMax

Algoritmus arrayMax zapsany pomoci
pseudokddu

public class ArrayMaxProgram<{
static int arrayMax(int []A, int n){
// vraci maximalni prvek z n Cisel pole A
int currentMax=A[0];
for(int i=1;i<n;i++)
if(currentMax<A[i])
currentMax=A[i];
return currentMax;
b
b

Algoritmus arrayMax
Vv programovacim jazyce Java
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Pseudokdd algoritmu pro vyhledavani oblasti s vysokym obsahem A a G v sekvenci DNA:
searchAG(seq, W, prah)

% vstupem je sekvence obsahujici A, C, T, G (seq), velikost posuvného okna (W) a prahova
% velikost denzity vektoru, povazovana jiz za vyznamnou (prah)

% vystupem je vektor obsahujici pozice v sekvenci s vysokou denzitou A a G

1. N « délka zadané sekvence

2. uA <« nulovy vektor o délce N % tvorba nulovych vektora pro kazdou bazi
3. uC « nulovy vektor o délce N

4. uG < nulovy vektor o délce N

5. uT « nulovy vektor o délce N

6. for i< 1toNdo % oznaceni mista vyskytu dané baze pfepsanim 0 na 1
7. if seq(l) == A

8. uA(l) « 1

9. elseif seq(i) ==C

10. uC(i) « 1

11. elseif seq(i) ==

12. uG(i) « 1

13. else

14. uT(i) « 1

15. uA « pfidani W/2 nul na zacatek i konec vektoru uA

16. uC « pfidani W/2 nul na zacatek i konec vektoru uC

17. uG <« pridani W/2 nul na za¢itek i konec vektoru uG

18. uT <« pfidini W/2 nul na zacatek i konec vektoru uT

19. for i« 1toNdo % prochazeni vektoru oknem W a pramérovani hodnot
20. dA@) « sum( uA(i) az uA@(i+W)) /W

21. dC(i) <= sum(uC(i) az uC@i+W) ) /W

22. dG() « sum(uG(i) az uGG+W)) /W

23. dT() «— sum(uT() az uT({+W)) /W

24. dAG «—dA +dG

25. dCT «—dC +dT

26. AG «— prazdny vektor % inicializace promeénné AG

27. CT « prazdny vektor % inicializace promeénné CT

28. for i<-1toNdo % hledani a zapsan{ pozic s hodnotou dAG vétsi nez prah
29. if dAG(@) = prah

30. AG «— [AG1i] % piipsani pozice do AG

31. elseif dCT(i) = prah

32. CT« [CTi] % pfipsani pozice do CT

33. return AG, CT
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3. REALIZACE ALGORITMU VYHLEDAVANI

Mym cilem je vytvofit program, ktery dokaze vyhledat v sekvenci oblasti s vysokym obsahem
adeninu a guaninu. Vyhledavani bude zalozeno na vypoctu denzitnich vektora (viz kapitola 2.1.1).
Vstupem je sekvence ve formatu FASTA, stazena z nékteré z vefejnych genovych databazi (viz
kapitola 1.3). Uzivatel si bude moci zvolit velikost okna W, urcujici rozliSovaci schopnost
vypoctu. Také si zvoli velikost prahu, odpovidajici vysokému obsahu adeninu a guaninu.

Vystupem pak bude vektor pozic v sekvenci, ve kterych denzita pfesahuje prahovou hodnotu.

Rozhodla jsem se pro realizaci algoritmu pomoci programovaciho prostfedi MATLAB, ktery
vyvinula firma MATHWORKS. Jeho nazev je odvozen z anglického MATrix LABoratory. Jedna
se o velice vykonny nastroj pro védecké a technické vypocty, zejména v maticovych aplikacich.
MATLAB obsahuje velké mnozstvi knihoven pouzivanych pro velikou skalu lidskych ¢innosti.
Mimo jiné obsahuje také bioinformaticky toolbox, obsahujici funkce pro praci s biomedicinskymi
daty. Velkou vyhodou je také moznost vytvofit grafické uzivatelské prostfedi - GUIDE, které
zjednodusuje pouziti aplikace uzivatelem, ktery tak viibec nemusi pfijit do kontaktu se samotnym
kédem programu. Veskeré funkce byly vytvofeny pomoci programovactho prostiedi MATLAB

verze R2010a (s knihovnou Bioinformatic Toolbox).

3.1. Rozbor programu

Zakladem programu je funkce tvofici uzivatelské prostfed{ (jeho popis je uveden v kapitole 3.1.3)
jejiz pomoci uzivatel cely program ovlada. V prvé fad¢é obsahuje ¢ast pro nacteni sekvence, dale
uzivatel zadava dalsi parametry potfebné k analyze a pomoci uzivatelského prostfedi vola funkce
tvofici funkéni cast programu — denzitni_vektory.m a urceni_pozic.m. Tyto funkce jsou

podrobné popsany dale.

3.1.1. Funkce denzitni_vektory.m
Prvni funkce realizuje algoritmus vypoctu denzitnich vektoru. Jeji zakladni princip je viditelny na
vyvojovém diagramu na Obr. 11. Funkce se nazyva denzitni vektory.m a jejimi vstupy jsou
hlavicka sekvence a samotna sekvence ve formatu fetézce znakt. Poslednim vstupem funkce pro
vypocet denzitnich vektort je velikost okna W urcujici také do jisté miry rozliSovaci schopnost

algoritmu.

V prvni c¢asti funkce denzitni_vektory.m je potieba ze sekvence vytvofit indikacni vektory (viz.
kapitola 2.1). Protoze vsak sekvence muze obsahovat i jiné znaky nez jen A, G, C a T znacici
zakladni aminokyseliny DNA (viz kapitola 1.4), je potfeba i témto znakim pfifadit odpovidajici
pravdépodobnosti vyskytu jednotliviych bazi na dané pozici. Napfiklad znak R znaci vyskyt
purinu, tj. adeninu nebo guaninu, proto na danou pozici pfifadime do indika¢ntho vektoru
adeninu 1 guaninu hodnotu 0,5 — coz odpovida 50% pravdépodobnosti vyskytu kazdé z téchto
bazi. MATLAB disponuje funkci tzv. podminkového indexovani, diky cemuz se muzeme
vyhnout dlouhému cyklu s mnoha vnitinimi podminkami. NiZe je zobrazena ¢ast programu

tvofici indikaéni vektor pro adenin.
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17 $vytvoreni indikacnich vektoru

18 L=length (sekvence) ;

19 uA = zeros(1l, L);

20 A (sekvence == 'A') = 1;
21 A (sekvence == 'R') = 0.5;
22 A (sekvence == 'M') = 0.5;
23 A (sekvence == 'W') = 0.5;
24 ul (sekvence == 'D') = 1/3;
25 A(sekvence == 'H') = 1/3;
26 A(sekvence == 'V') = 1/3;
27 A (sekvence == 'N') = 1/4;

V dal§i casti programu probiha samotny vypocet denzitnich vektort podle vzorce (1)
uvedeného v kapitole 2.1.1. Nakonec jsou jednotlivé denzitni vektory vykresleny pomoci funkci
subplot a plot a pomoci funkce sameaxis jsou upraveny spolecné osy. Ukazka vystupu programu
je na Obr. 13.

Homo sapiens insulin receptor substrate 1 (IRS1), RefSeqGene on chromosome 2
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Obr. 13 Vystup funkce denzitni_vektory.m, gen IRS1 — Homo sapiens, velikost okna W = 21

Funkce obsahuje také jednu podminku hlidajici spravné pouziti funkce. Jak je uvedeno
v kapitole 2.1.1, velikost okna W musi byt vzdy liché ¢islo a to z toho duvodu, Ze béhem vypoctu
pfifazujeme pramérnou hodnotu denzity na pozici lezici uprostfed okna. Funkce proto obsahuje
podminku, a pokud uzivatel zada jako velikost okna W sudé cislo, vypiSe chybu. Zda je cislo
sudé, testuji pomoci funkce mod, ktera vraci zbytek po déleni — je-li tedy zbytek po déleni dvéma

roven 0, b¢h skriptu se zastavi a vypiSe se chybova hlaska.
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3.1.2. Funkce urceni_pozic.m
Druhou funkci programu je wurceni pozic.m, ktera realizuje samotné vyhledavani oblasti
v sekvenci s vysokym obsahem zvolenych bazi (zaklad algoritmu je vidét na vyvojovém diagramu
na Obr. 12 Vyvojovy digram zobrazujici zpracovani denzitnich vektort a algoritmu pro urceni
pozic vsekvenci sobsahem AG vyssim nez prah). Ackoliv se tato price zabyva pouze
vyhledavanim adeninu a guaninu, funkce je napsana tak, Ze je mozné si vybrat libovolnou dvojici
nukleotidd. Na vstupu funkce je proto nutné zadat pomérné velké mnozstvi parametr. V prvé
fad¢ vypoctené denzitni vektory bazi, jejichz denzita nas zajima, dale je pro popis grafu na
vystupu funkce potfeba zadat druh bazi, jejichz denzitni vektory zadavame a hlavicku
zpracovavané sekvence. Dile je samoziejmé nutné zadat prahovou velikost denzity, ktera znaci
vyznamny obsah pozadovaného paru bazi a jejiz pozici v sekvenci chceme ziskat. Poslednim
vstupnim parametrem funkce je velikost okna W, se kterym byly pocitany denzitni vektory, tato
hodnota je pouzita pro zmenseni zkresleni vysledku, které vzniklo pramérovanim hodnot v okné

pii vypoctu denzitnich vektora.

Takové velké mnozstvi vstupnich parametr by bylo pro uzivatele velice nepfehledné, v
tomto pifpadé vsak nevadi, nebot’ funkce nenf urcena k pfimému pouziti, ale pracuje jako externi

funkce uzivatelského prostfedi, pomoci kterého jsou vSechny parametry ziskany.

Cela funkce je rozdélena na dvé casti, pokud je zadana velikost prahu, vypocte pozice
vsekvenci a vykresli sumu denzitnich vektord 1 prah (viz Obr. 14 Vystup funkce
urceni_pozic.m, gen IRS1 — Homo sapiens, velikost okna W = 21, prah = 0.9). Pokud vsak
velikost prahu zaddna neni, vykresli pouze sumu denzitnich vektort pozadovaného paru

nukleotidu, aby uzivatel pfed volbou velikosti prahu mohl prohlédnout vystupni data.

Homo sapiens insulin receptor substrate 1 (IRS1), RefSeqGene on chromosome 2
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Pozice okna W [-]
Obr. 14 Vystup funkce urceni_pozic.m, gen IRS1 — Homo sapiens,
velikost okna W = 21, prah = 0.9
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Vénujme se nyni ¢asti programu, ktera je aktivni v pifpadé, Ze je zadana i velikost prahu.
V prvé fadé je vypocten denzitni vektor odpovidajici obsahu pozadovaného paru bazi, ten
vznikne prostou sumaci denzitnich vektort zvolenych bazi (viz kapitola 2.1.1). Nasledné takto
vypocteny vektor pomoci for-cyklu prochazim a porovnavam s velikosti prahu, pokud ji jeho
hodnota pfesahne, zapisi si do pomocné proménné pozici této hodnoty ve vektoru — piiblizné
odpovida pozici v sekvenci. Timto zpusobem vsak dostaneme mnoho jednotlivych pozic, mezi
nimi 1 takové, kdy jen mistné skokové vzroste hodnota denzity nad zvoleny prah, ale nasledné
hned klesa. Abychom rozlisili vyznamné (delsi) useky od téch malych a nevyznamnych, je dale
pfidana podminka, ze hodnoty denzity musi pfesahnout prah alespon na useku stejné dlouhém,
jako je polovina velikosti okna W pouzita pfi vypoctu denzitnich vektord. Pokud tato podminka
neni splnéna, jsou nalezené pozice ignorovany. Naopak pokud splnéna je, je k useku jesté pfidano
na kazdou stranu pul velikosti okna, ¢imz se snazim kompenzovat zkresleni, vzniklé
prumérovanim hodnot v okné pii vypoctu denzitnich vektort. Teprve takto zpracované pozice

jsou vystupem funkce.

Jelikoz potfebuji dva rtzné formaty vystupu, jeden pro zobrazeni v uzivatelském prostredi
GUIDE a druhy pro export do MS Excelu, jsou na vystupu funkce urceni pozic.m dvé
hodnoty, jedna obsahuje pozice ve formatu fetézce s pomlckou mezi vypoctenymi hodnotami (ve
funkci se nazyva E) a druha obsahuje pouze pozice pocatki a konct usekd, ulozené
v numerickém formatu (ve funkci se nazyva B).

Nakonec nasleduje jiz jen prosté vykreslen{ sumacniho denzitntho vektoru a prahu pomoci
funkce plot. Funkce také obsahuje jednoduchou podminku, ktera hlidd uzivatele pii pouziti.
Velikost prahu je nutno zvolit z intervalu <0;1>, jelikoz i hodnoty denzity za zadnych okolnosti
nebudou nabyvat jinych hodnot. Toto je hlidino obdobnou podminkou, jako je u funkce
denzitni_vektory.m hlidana licha velikost okna W.
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3.1.3. Popis uZivatelského prostiedi GUI
Patefni casti programu pro vyhledavani oblasti s vysokou denzitou je grafické uzivatelské
prostredi, které vyuziva vyse popsané naprogramované funkce. Uzivatelské prostredi je navrzeno
tak, aby bylo co nejsnaze pochopitelné a aby kazdé tlacitko mélo jasné viditelnou funkci. Z toho

duvodu je opticky rozdéleno na nékolik funkénich oddila — panela (viz Obr. 15).

—Vyhledavani oblasti s vysokou denzitou

— Import sekvenc — Wypodet denzitnich vektorl——— — Wysledky
Vepiite sekvenci “elikost posuvného ckna Pozice v sekvenci s vysokou denzitou
b2l 2254 - 2287 -
Nahrét sekvenci ze souboru Mahrat sekvenci 4109 - 4147
- 2 - n L 4500 - 4533
Hlavicka nahrané sekvence [ Vypocti jednotlive denzitni vektory ] 11632 - 11670
Gil263191 7 T3 refMG_015830.1| Homo sapiens insulin receptor substrate 1 (IRS1), RefSeqGene 17884 - 17913
on chromosome 2 53488 _ 57519
— Sumy denzitnich vektord ———— | |eggan _s7011
wyhér poZadovanych bazi 66685 - 65714
a & - - _ - 72540 - 72671
ST SRS Délka sekvence 74474 bp @A ®c @6 OT
1 TTTTTRAARRTARALCLGATGRARGATTTTRAATTACATGAGARARCRLAGTT | -~ - —
51 TTTARGGGAAGAGGCACCITTCAGATICCCARATTGCACTGICTGTAACT | | | | VypoBtisumaénidenzitni vedory
101 GATRATGITTATGICAGRAGGCAGTTIGGTIIGITATGTIGATCTCATTITGCC

151 CIGIGCCIATTTITITCCACARARGAGATCATAGTGCTCTIGCRAATTGTGTIT
201 CATCTGCCATTTTCGATGTAAGTTTCCTGTGGGCAGCATGTCTTTGATAT
251 CIARATCCTCAGTGICCAGCCTAGTGCCTRACACARGTAGGTGITCCAAR
301 ARACTTGAGTGGGARRARATARTTGCCATITATCTGAGTTATAGCCCATT 0.9
351 TCARGITCARGCTTARGGCICCICICITCIGIARARATTARGTAGTIATT
401 TCATCCATCATGARAGTRAATACCACTTGITATTTIGACATCTICICTICICT
451 CICTCICRCACACACARCACACACRCACACARCATTTITAGICATCAACTATT
501 GTTATTTTIGTACTCTCTTATTACCCCATCRRAGCTGTRARGRAGCTGTCTT
551 TITATCTATTTICATATTIGCCTTGCAGRAGTRAGCATTCARATGCTTATTAC

601 TATTCGAGCCATCTTAARATARARARCAGATCTTAARGTGAGRRARTCCACE [
651 TICAATTGICCTTCAAGCACTGTITCTRAAATTGCCARRATTARTTCTARGRE
701 GACGCCAGTATTITARRTAGCTCCICCAGTITATGACCCATACATCTTRAAGE [

Prahovani
Prahova velikost denzity

[ Zobrazeni pozic vy3ich nef prah ]

Otevit SequenceTool ]

751 AARACATATGITITGATACARARAAGTGTTTTATAATTTTGAAATGTTTAG Export do xls ]
801 TITTACATCCACCCAACTCAAGCACTTTACAGATATATGTAATAATCTAT
851 ARATTTTGCATTATTTTCCTGATAGTATCATACATAAACCAATAACTCAR
901 TTTTAAAGCTAGTTGTAGACCTATTGCCCCAAAGTGCGTCCATAGCATGT ~ [ Zavfit viechna okna ]
Stavovy Fadek [ iy st | -

Obr. 15 Uzivatelské prosttedi GUIDE

Prvni oddil obsahuje ¢ast pro nacteni sekvence. Uzivatel si muze vybrat ze dvou variant, bud’
muze vepsat/vlozit sekvenci do ur¢eného okna umisténého zcela nahofe vlevo, a nacist ji pomoci
tlacitka nahrat sekvenci. Nebo ji mize pomoci stisku tlacitka nahrat ze souboru formatu FASTA
(viz kapitola 1.4), tlacitko je popsané jako Nahrat sekvenci ze souboru. Pro nahrani sekvence ze
souboru je vyuzita funkce fastaread.m, ktera je soucasti biomedicinského toolboxu MATLABU.
Po nahrani sekvence se sekvence pfehledné zobrazi v okné s nazvem Nahrand sekvence, dale se
zobrazi jeji hlavicka (v piipad¢ nahravani sekvence ze souboru) a také jeji délka v bp. Tato cast
GUI je 1épe viditelna na Obr. 16.

Dale uzivatel pfistoupi k vypoctu denzitnich vektort, k ¢emuz slouzi dalsi panel se stejnym
nazvem. Zde si uzivatel zvoli velikost okna W (je pfednastaveno na hodnotu 21) a stiskem
tlacitka Vypocti jednotlivé denzitni vektory se spusti funkce denzitni_vektory.m, ktera provede

vypocet a vykresleni denzitnich vektort, jak je popsano vyse v kapitole 3.1.1.

Nasleduje panel s ndzvem sumy denzitnich vektort. Zde si uzivatel vybere dvojici bazi, pro
kterou chce provadét analyzu vyskytu oblasti v sekvenci s vysokou denzitou. Baze si zvoli
jednoduchym zakliknutim radiobuttonu. Vzhledem k zadani této prace je defaultné zvolena
kombinace adenin — guanin. Podminkami je osetfeno, ze neni mozné zakliknout vice nez dvé

tlacitka radiobuton. Po stisku tlacitka vypocti sumacni denzitni vektory se spusti prvni ¢ast funkce
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urceni_pozic.m, ktera vykresli sumacéni denzitni vektor zvoleného paru nukleotidu. Jeji funkce je
podrobné popsana v kapitole 3.1.2. VySe popsana cast uzivatelského prostredi je 1épe viditelna na
Obr. 17.

—Vyhledavani oblasti s vysokou denzitou

— Import zekvence

“episte sekvenci

Mahrat sekvenci ze souboru Nahrat sekvenci

Hiawitka nahrané sekvence
gil263191 77 3reflMG _01 55301 Homo sapiens insulin receptor substrate 1 (IRS1), RefSeqGens
on chromosarme 2

Makrang sekvence Délka sekvence 74474 bp

51 TTTARGGGRAGAGGCACCITICAGATTCCCARATTGCACTGICTGTAACT —
101 GATAATGIITAIGICAGARGGCAGTIGGITGITATIGIGATCICATTIIGCEC
151 CIGIGCCIATTITITICCACRARAGAGATCATAGTGCICTIGCAATIGIGIT
201 CATCTGCCATTTICGATGTAAGTITTCCTGTGGGCAGCATGTICTITTIGATAT
251 CTARATCCICAGTIGICCAGCCTAGTGCCTIARCACRAGTAGGTGTTCCARA
301 ARACTTGAGTGGGARARARTARTTGCCATTITATCTIGAGTTATAGCCCATT
351 TCAAGTTCRAGCITRAGGCTCCICTCITCTIGTRARARTTRAAGTAGTTATT
401 TCATCCATCATGRARGTARATACCACTITGITATITIGACATCICICICICT
451 CICICICRCACACACACACRCACACRCACACATITITAGICATCRACTIAIT
501 GITATITITGIACICICITATIACCCCATCARAGCIGIARGAAGCTGICIT
551 ITIATCIAITICATATIGCCITGCAGAGTIARGCATTCARRTGCTTATTAC
601 TATTGAGCCATCITAARATARAALCAGATCTTRAARGTGAGRARATCCACE
651 TTCRATTIGICCTICRAGCACTGITCTARATTGCCRAARATTARATTCTARAGE
T01 GACGCCAGIATTTARATAGCTCCTCCAGITATGACCCATACATCTTAAGG
751 ARRACATATGTTITGATACRARAAGTGTITTATAARTTTTIGARATGTITAG
801 TTITACATCCRCCCRACTCRAGCACTITACRGATATATGTARTARTCTAT
Bl ARATTTIGCATTIATITICCIGAIAGTATCATACATARACCARTAACTICRA
901 ITITARAGCTAGITGTAGRACCTATTIGCCCCAAAGIGCGICCATAGCAIGT -

Stavovy radek

Obr. 16 GUI - nahravani sekvence (sekvence IRS1 - Homo sapiens)

Poslednim funkénim oddilem je panel s nazvem prahovani. Zde uzivatel zvoli velikost prahu,
ktera znaci vyznamnou velikost denzity zvolené¢ho paru bazi. Fukce urceni_pozic.m pak vykresli
do grafu prah a sumacni denzitni vektor pozadovaného paru bazi. Vypoctené pozice s hodnotou
denzity vyssi nez zadany prah, se zobrazi v okné s nazvem Pozice v sekvenci s vysokou denzitou.

Tento oddil je Iépe viditelny na Obr. 17.

Uzivatelské prostfedi dale obsahuje nékolik tlacitek slouzicich uzivateli pro usnadnéni prace
s programem. V prvé fade¢ je to tlacitko s popisem Oteviit SequenceTool, po jeho stisknuti se
spusti funkce sequencetool.m z biomedicinského toolboxu MATLABU. Zobrazi okno pro
praci se sekvenci, umoznujici zobrazit translaci i transkripci a obsahuje i dalsf nastroje pro praci se
sekvenci, naptiklad ¢ita¢ nukleotidd. Dal$im tlacitkem v fadé je Export do xls, po jeho stisku se
otevie dialogové okno, sjehoz pomoci ulozime soubor ve formatu .xls, do néjz se zapisi
vyhledané pozice do dvou sloupct, do prvniho se vepisi pozice pocatka usektt a do druhého

pozice koncu nalezenych useka.
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— wpodet denzitnich vektord——— — Wsledky
Welikost posuvného okna Pozice v sekvenci s wysokou denzitou
pal 204 - 2287 -
4108 - 4147
4500 - 4533
Vypocti jednotiive denzitmivektory | || ({7835 11870
17884 - 17913
. . 52488 - 52518
— Sumy denzitnich wektorl————— 55987 - ST
Wiibér poZadovanych hazi BEGEAS - 66714
T2540 - T26T1
|g| A 5 C |\B_’| G L9} T
\ypoéti sumaéni denzitni vektory
Prahiowani
Prahova velikost denzity
09
[ Zobrazeni pozic vyESich neZ prah ]
l Oteviit SequenceTool ]
[ Export do xls ]
[ Zavrit viechna okna ]
[ VyEistit J =

Obr. 17 GUI - vypocet denzitnich vektort a prahovani (sekvence IRST -Homo sapiens)

Nasleduji posledni dve tlacitka, jedno pro zavieni vSech oken s grafy a dalsi slouzi k
vymazani viech dosud nahranych dat. Uplné dole vlevo je pak jesté stavovy fadek. Zde se
zobrazuji chybové hlasky, napf. pokud uzivatel zada spatnou hodnotu okna ¢i chce pokracovat
v analyze prahovanim, aniz by nejdfive nechal vypocitat denzitni vektory. At’ chce ¢i nechce, je
tak donucen dodrzovat pii analyze pfedepsany postup. Vzhled vyse popisované casti GUI je 1épe
viditelny na Obr. 16 a Obr. 17.
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4. ANALYZA GENU

Poslednim tkolem této prace je provést analyzu ¢asti lidského, sSimpanziho a mystho genomu na
vyskyt adenin-guanin bohatych usekd za pomoci vytvofeného programu. K tomuto tcelu jsem si
vybrala pét raznych gent z databaze NCBIL. Zamérné jsem zvolila geny obsahujici introny i
exony, aby bylo mozné porovnavat cetnost tsekt tvofenych adeninem a guaninem v koédujicich 1
nekodujicich oblastech sekvenci. Pro vétsi vypovidajici hodnotu analyzy jsem se nazila vybrat

geny ovétené, nikoli pouze predikované.

V prvé fadé vzdy u kazdého ze zvolenych gent uvadim vysledky zarovnavani sekvenci, které
slouzi jako vychozi stanovisko pro dalsi analyzu gend. Pro lokalni zarovnani jsem u vsech
sekvenci pouzila Smith-Watermanuav algoritmus, nejlepsi vysledky jsem dostala pifi pouziti
skorovaci matice NUC44 a penalizace mezery nastavenou na hodnotu 9. Pro vypocet jsem
vyuzila funkci swalign z bioinformatického toolboxu Matlabu. Ke globalnimu zarovnani jsem pak
pouzila Needleman-Wunschova algoritmu, nejlepsi vysledky jsem dostala pii pouziti skérovaci
matice NUC44 a penalizace mezery nastavenou na hodnotu 5. Pro vypocet jsem vyuzila funkci
nwalign z bioinformatického toolboxu Matlabu. Vystupy zarovnani sekvenci jsou piilozeny jako

.xps soubory v elektronické dokumentaci.

Nasledn¢ jsem pomoci vytvofeného programu v sekvencich vyhledala pozice tuseka
s vysokou denzitou A a G pro ruzné velikosti okna W (9; 15; 21; 27; 33) a razné hodnoty prahu
0,7, 0,8; 0,9). Vysledky jsou zduvodu velkého rozsahu uvedeny pouze v elektronické

dokumentaci v souboru s nazvem analyza.pdf.

Poté jsem vyjadfila procentualni zastoupeni tsekd bohatych na A a G v celé sekvenci a
zvlast’ v kédujicich a nekéddujicich oblastech (vychazela jsem z pozic CDS uvedenych na
strankach NCBI). Snazila jsem se tak zjistit jejich funkci v genetickém kodu. Dle pfedpokladu (viz
kapitola 1.1.5) by mél byt obsah A a G vyssi v kédujici c¢asti sekvence. Na vysledky ma velky vliv
podminka, jak dlouhé tseky s vysokou denzitou A a G jiz bereme v potaz. Proto u kazdého genu
uvadim tfi tabulky, v prvni zapocitivam uplné vsechny nalezené pozice, v druhé jsem pouzila
podminku, Ze nalezeny tsek musi byt delsi nez polovina pouzitého okna a v tfeti musi mit
nalezena oblast minimaln¢ délku okna pouzitého pro vypocet denzitnich vektort. Ve vsech
ptipadech kazdy nalezeny usek prodlouzim na kazdou stranu o W/2, ¢imz se snazim eliminovat
zkresleni vzniklé pfi vypoctu denzitnich vektord. Pro kazdou kombinaci velikosti okna a prahu je
v tabulkdch uveden nejdfive procentualni obsah A-G bohatych oblasti v celé sekvenci, nasledné
v kédujici a pak v nekédujici ¢asti sekvence. Pro srovnani jsem obdobnou analyzu provedla i u

nahodné vygenerované sekvence.

4.1. Analyza vybranych gent

4.1.1. Gen ALB1

Gen koduje protein albumin, coz je jeden z proteint krevni plazmy. Tvoif az 60 % vsech

plazmatickych bilkovin. Kromé krve se vyskytuje také v dalsich télnich tekutinich - jako je
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tkanovy a mozkomisni mok. Je dulezity pro transport rtznych latek, pfedevsim steroidd,
mastnych kyselin a hormont $titné zlazy. Pomaha také udrzet stalé wvnitini prostredi

v organismu. [23]

Zpracovavané sekvence clovéka a mysi jsou dle udaju z NCBI potvrzené a schvalené
kuratory, oproti tomu sekvence simpanze je pouze predikovana v ramci vypoctu celého genomu,

ale nenf ovéfena a potvrzena.

Pii lokalnim zarovnani byly sekvence c¢lovéka a Simpanze shodné z 98 %, vice se lisily
prakticky jen v intervalu cca od 1500bp do 1650bp. Pii lokalnim zarovnani sekvence ¢lovéka a

mysi vysla shoda jen z 56 %, pficemz odlisnosti byly rozptyleny rovnomérné v celych sekvencich.

Pii globalnim zarovnani byly sekvence clovéka a Simpanze podobné také z 98 %,
problematicky byl opét pfedevsim usek cca od 1500bp do 1650bp, kde se nachazely velké
odlisnosti, jinak byly sekvence prakticky shodné. Globaln{ zarovnani pro sekvenci cloveéka a mysi
vyslo obdobné, jako zarovnani lokalni, shoda byla 57 % a odlisnosti byly rozptyleny rovhomérné
v prubéhu celych sekvenci.

Tab. 4 Procentualni obsah A-G bohatych oblasti v sekvenci genu ALB1 v zavislosti na velikosti

okna W a prahu (v celé sekvenci/v CDS/mimo CDS) — bez ohledu na délku nalezeného useku
(Cervene podbarveno pokud je obsah A-G bohatych oblasti vétsi v CDS nez mimo CDS)

Gen ALBI1 - Homo sapiens

prah\W 9 15 21 27 33

0,7 33,76/45,25/32,39 | 32,09/47,81/30,21 | 28,81/35,79/27,97 | 28,09/41,26/26,52 | 11,88/11,42/11,94

0,8 | 1239/19,67/11,52 | 12,93/18,09/12,31 | 5,95/7,98/5,71 3,63/1,64/3,86 1,68/1,80/1,66

0,9 2,41/2,40/2,41 2,00/1,69/2,04 0,93/0,00/1,04 0,00/0,00/0,00 0,00/0,00/0,00
Gen ALBI - Pan troglodytes
prah\W 9 15 21 27 33

0,7 34,39/45,92/33,10 | 33,59/48,49/31,91 | 29,75/36,26/29,02 | 29,64/43,00/28,13 | 12,46/11,94/12,52

0,8 | 12,72/20,67/11,83 | 13,58/20,85/12,77 | 6,36/8,34/6,14 3,59/1,71/3,80 1,65/1,88/1,63

0,9 2,43/2.51/2,42 1,98/1,77/2,01 0,94/0,00/1,04 0,00/0,00/0,00 0,00/0,00/0,00
Gen ALB1 - Mus musculus
prah\W 9 15 21 27 33

0,7 | 39,46/46,96/38,47 | 40,27/42,09/40,03 | 35,24/25,78/36,48 | 32,82/22,55/34,17 | 17,58/7,01/18,97

0,8 | 1541/14,56/1552 | 18,21/17,84/18.25 | 9,04/6,08/9,43 5,19/1,75/5,65 2,61/1,64/2,74

0,9 3,18/1,86/3,36 1,70/1,09/1,78 1,08/0,00/1,22 0,38/0,00/0,42 0,39/0,00/0,44

Vysledky analyzy procentualnfho obsahu A-G bohaty tsekt bez ohledu na jejich délku
v sekvenci genu ALBI jsou uvedeny v Tab. 4. Ze ziskanych dat je patrna podobnost mezi
vysledky pro sekvence clovéka a Simpanze, u mysi se vysledky lehce lisi. Pro kombinace nizsiho
prahu a kratstho okna vychazi pfedpoklad vyssiho obsahu A-G bohatych oblasti v kodujici ¢asti
sekvence. Pro vyssi prahy zvlast¢ v kombinaci s dlouhym oknem je obsah A-G bohatych oblasti
v kédujicd casti sekvence naopak nizsi nez mimo ni. U mysi vysledky nevychazi dle pfedpokladu.
Kromé kombinace kratkého okna (9 a 15) a malé velikosti prahu (0,7) vychazi denzita A a G vyssi

vzdy v nekodujic ¢asti sekvence.
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Tab. 5 Procentualni obsah A-G bohatych oblasti v sekvenci genu ALB1 v zavislosti na velikosti
okna W a prahu (v celé sekvenci/v CDS/mimo CDS) — nalezené dseky delsi nez W /2
(cervené¢ podbarveno pokud je obsah A-G bohatych oblasti vétsi v CDS nez mimo CDS)

Gen ALB1 - Homo sapiens
prah\W 9 15 21 27 33
0,7 17,95/25,30/17,07 | 10,91/13,66/10,58 | 8,26/7,81/8,32 |4,58/2,24/4,85|1,81/0,00/2,02
0,8 5,17/5,46/5,13 3,62/3,88/3,59 1,36/0,00/1,52 |0,45/0,00/0,51 | 0,00/0,00/0,00
0,9 0,86/1,31/0,81 0,25/0,00/0,28 | 0,00/0,00/0,00 |0,00/0,00/0,00 |0,00/0,00/0,00
Gen ALBI1 - Pan troglodytes
prah\W 9 15 21 27 33
0,7 18,34/26,61/17,40 | 11,47/16,68/10,88 | 8,71/8,17/8,77 |5,31/2,34/5,65|1,78/0,00/1,98
0,8 5,28/6,45/5,15 3,97/4,05/3,96 1,17/0,00/1,31 |0,23/0,00/0,25 | 0,00/0,00/0,00
0,9 0,84/1,37/0,78 0,37/0,00/0,41 0,00/0,00/0,00 {0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00
Gen ALB1 - Mus musculus
prah\W 9 15 21 27 33
0,7 21,79/21,73/21,80 | 15,03/12,59/15,35 | 11,15/8,26/11,53 | 8,56/5,47/8,96 | 3,53/0,00/3,99
0,8 0,25/4,71/6,45 4,56/3,45/4,70 1,80/1,04/1,82 |0,97/0,00/1,10{0,81,/0,00/0,92
0,9 0,95/0,71/0,98 0,35/0,00/0,40 | 0,38/0,00/0,42 |0,38/0,00/0,420,39/0,00/0,44

Tab. 6 Procentualni obsah A-G bohatych oblasti v sekvenci genu ALB1 v zavislosti na velikosti
okna W a prahu (v celé sekvenci/v CDS/mimo CDS) — nalezené tseky delsi nez W
(cervené podbarveno pokud je obsah A-G bohatych oblasti vétsi v CDS nez mimo CDS)

Gen ALB1 - Homo sapiens
prah\W 9 15 21 27 33
0,7 6,81/6,01/6,91 | 4,44/6,67/4,17 | 2,15/2,13/2,15 | 0,65/0,00/0,73 | 0,00/0,00/0,00
0,8 1,39/0,93/1,45 | 0,55/0,00/0,62 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00
0,9 0,10/0,00/0,11 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00
Gen ALBI1 - Pan troglodytes
prah\W 9 15 21 27 33
0,7 7,12/6,28/7,21 | 4,40/6,97/4,12 | 2,60/2,23/2,64 | 0,65/0,00/0,72 | 0,00/0,00/0,00
0,8 1,47/0,97/1,53 | 0,71/0,00/0,78 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00
0,9 0,10/0,00/0,12 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00
Gen ALB1 - Mus musculus
prah\W 9 15 21 27 33
0,7 8,50/4,87/8,97 | 6,66/5,75/6,78 | 4,41/1,97/4,73 | 3,24/0,00/3,67 | 1,09/0,00/1,24
0,8 1,40/0,99/1,45 | 1,19/0,00/1,35 | 1,00/0,00/1,13 | 0,43/0,00/0,48 | 0,50/0,00/0,57
0,9 0,29/0,00/0,33 | 0,35/0,00/0,40 | 0,38/0,00/0,42 | 0,38/0,00/0,42 | 0,00/0,00/0,00

Vysledky analyzy procentudlniho obsahu A-G bohaty dseka delsich nez W/2 v sekvenci

genu ALB1 jsou uvedeny v Tab. 5. Opét je patrna podobnost mezi vysledky pro sekvence

cloveka a simpanze, u mysi se vysledky lisi. Pro kombinace niz$tho prahu (0,7; 0,8) a kratstho

okna (9, 15) vychazi pfedpoklad vyssiho obsahu A-G bohatych oblasti v kédujici ¢asti sekvence,

oproti pfedchozi tabulce je rozdil v obsahu v a mimo CDS vyraznéjsi, téméf deset procent. Pro

vyssi prahy zvlasté v kombinaci s dlouhym oknem je obsah A-G bohatych oblasti v kédujici ¢asti
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sekvence naopak nizsi nez mimo ni. U mys$i vysledky naprosto neodpovidaji pfedpokladu, obsah

A a G v CDS je pro vechna okna i prahy nizsi nez ve zbytku sekvence.

Vysledky analyzy procentualniho obsahu A-G bohaty usekd del$ich nez W v sekvenci genu
ALBL1 jsou uvedeny v Tab. 6. Opét je viditelna ekvivalence mezilidskou a simpanzi sekvenci - pfi
pouziti velikosti okna 15 a prahu 0,7 je obsah A a G v CDS vy$si nez mimo ni. Ve vSech
ostatnich piipadech vysledky neodpovidaji pfedpokladu. Pii pouziti dlouhého okna a vysokého

prahu nejsou v sekvenci nalezeny zadné useky vyhovujici podmince.

4.1.2. Gen HBB

Gen koduje protein beta podjednotky hemoglobinu. Hemoglobin je souéasti ¢ervenych krvinek a
slouzi k pfrenosu kysliku z plic do tkani a oxidu uhli¢itého z tkani zpét do plic. Mutace beta

podjednotky hemoglobinu zptsobuje srpkovitou anémii. [24]

Zpracovavana sekvence clovéka je dle udaji z NCBI potvrzena a schvalena kuratory, oproti
tomu sekvence Simpanze a mysi jsou pouze predikované v ramci vypoctu celych genomd, ale

nejsou zcela ovéfeny a potvrzeny.

Pii lokalnim zarovnani byly sekvence ¢lovéka a simpanze shodné z 99 %, tedy prakticky
totozné. U lokalniho zarovnan{ sekvence cloveéka a mysi byla shoda jen z 65 %, odlisnosti byly

rozptyleny rovnomérné v celych sekvencich.

Pri globalnim zarovnani byly sekvence ¢lovéka a Simpanze shodné z 91 %, lisily se pfedevsim
na zacatku a konci sekvence. Globalni zarovnani pro sekvenci ¢lovéka a mysi vyslo obdobné,
jako zarovnani lokalni, shoda byla opét 65 % a odlisnosti byly rozptyleny v prabéhu celych
sekvenci.

Tab. 7 Procentualni obsah A-G bohatych oblasti v sekvenci genu HBB v zavislosti na velikosti

okna W a prahu (v celé sekvenci/v CDS/mimo CDS) — bez ohledu na délku nalezeného useku
(Cervene¢ podbarveno pokud je obsah A-G bohatych oblasti vétsi v CDS nez mimo CDS)

Gen HBB - Homo sapiens

prah\W 9 15 21 27 33

0,7 30,14/27,93/30,98 | 28,39/23,87/30,12 | 28,14/27,70/28,31 | 24,60/15,99/27,88 | 20,30/15,54/22,12

0,8 10,65/15,09/8,95 | 9,96/6,76/11,19 | 4,36/0,00/6,02 0,00/0,00/0,00 0,00/0,00/0,00

0,9 2,30/2,03/2,41 0,00/0,00/0,00 0,00/0,00/0,00 0,00/0,00/0,00 0,00/0,00/0,00
Gen HBB - Pan troglodytes
prah\W 9 15 21 27 33

0,7 32,00/35,66/30,33 | 32,57/34,74/31,58 | 32,11/43,20/27,08 | 30,16/30,51/30,00 | 23,45/25,00/22,75

0,8 11,47/15,26/9,75 | 11,70/10,85/12,08 5,68/2,57/7,08 3,15/2,57/3,42 0,00/0,00/0,00

0,9 1,61/1,65/1,58 0,00/0,00/0,00 0,00/0,00/0,00 0,00,/0,00/0,00 0,00,/0,00/0,00
Gen HBB - Mus musculus
prah\W 9 15 21 27 33

0,7 24,86/22,30/26,05 | 24,14/25,00/23,74 | 20,77/32,88/15,13 | 16,62/15,77/17,02 | 10,39/15,54/7,98

0,8 13,11/14,19/12,61 | 9,96/11,26/9,35 5,09/0,00/7,46 2,08/0,00/3,05 0,00/0,00/0,00

0,9 3,15/2,03/3,68 2,51/0,00/3,68 0,00/0,00/0,00 0,00/0,00/0,00 0,00/0,00/0,00

37




Vysledky analyzy procentualniho obsahu A-G bohaty useki v sekvenci genu HBB bez
ohledu na jejich délku jsou uvedeny v Tab. 7. U tohoto genu vysledky u clovéka piilis nevychazi
dle pfedpokladu. Procentualni zastoupeni A-G bohatych oblasti je v kédujicim useku sekvence
cloveka vzdy nizsi nez obsah v nekoédujici ¢asti, s vyjimkou hodnoty prahu 0,8 a velikosti okna 9.
U simpanze hodnoty odpovidaji predpokladu pro vSechny kombinace prahu 0.7 a pro vsechny
prahy pfi pouziti okna velikosti 9. U mysi vykazovaly vyssi procentualni zastoupeni A-G
bohatych tsektt v CDS kombinace nizkého prahu 0.7 a hodnoty okna 15 az 33 a také kombinace
vysstho prahu 0,8 a nizké hodnoty okna 9 a 15.

Tab. 8 Procentualni obsah A-G bohatych oblasti v sekvenci genu HBB v zavislosti na velikosti

okna W a prahu (v celé sekvenci/v CDS/mimo CDS) — nalezené dseky delsi nez W /2
(cervené podbarveno pokud je obsah A-G bohatych oblasti vétsi v CDS nez mimo CDS)

Gen HBB - Homo sapiens

prah\W 9 15 21 27 33
0,7 13,01/15,77/11,96 | 8,16/6,31/8,86 8,47/6,98/9,04 | 7,78/9,23/7,23 | 0,00/0,00/0,00
0,8 2,80/0,00/3,87 2,99/0,00/4,13 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00
0,9 0,00/0,00/0,00 0,00/0,00/0,00 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00
Gen HBB - Pan troglodytes
prah\W 9 15 21 27 33
0,7 13,25/14,34/12,75 |  9,23/7,72/9,92 | 9,92/9,38/10,17 | 9,69/12,50/8,42 | 2,75/5,88/1,33
0,8 3,73/1,29/4,83 4,36/2,39/5,25 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00
0,9 0,00/0,00/0,00 0,00/0,00/0,00 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00
Gen HBB - Mus musculus
prah\W 9 15 21 27 33
0,7 15,90/16,67/15,55 | 10,32/10,14/10,40 | 4,94/0,00/7,25 | 3,01/0,00/4,41 | 0,00/0,00/0,00
0,8 4,80/3,38/5,46 5,01/0,00/7,35 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00
0,9 1,15/0,00/1,68 0,00/0,00/0,00 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00

Vysledky analyzy procentualntho obsahu A-G bohaty useku delsich nez W/2 v sekvenci genu

HBB jsou uvedeny v Tab. 8. Je patrna podobnost mezi vysledky pro sekvence cloveka a
simpanze, u mysi se vysledky lisi. Pfedpoklad je splnén pouze pro kombinaci velikosti okna 9 a 27
a prahu 0,7 u Simpanze a clovéka. U mysi pouze pro prah 0,7 a velikost okna 9. Pfi pouziti

dlouhého okna a vysokého prahu nejsou v sekvenci nalezeny zadné useky vyhovujici podmince.

Vysledky analyzy procentualniho obsahu A-G bohaty useka delsich nez W v sekvenci genu
HBB jsou uvedeny v Tab. 9. Vysledky analyzy za pouziti téchto parametrd neodpovidaji
pfedpokladu. Pouze pfi pouziti kratkého okna a nizkého prahu jsou v sekvenci vibec nalezeny
dostatecné dlouhé dseky s vysokym obsahem A a G a jejich obsah je vzdy vyssi v nekédujic

oblasti.
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Tab. 9 Procentualni obsah A-G bohatych oblasti v sekvenci genu HBB v zavislosti na velikosti
okna W a prahu (v celé sekvenci/v CDS/mimo CDS) — nalezené useky delsi nez W
(cervené¢ podbarveno pokud je obsah A-G bohatych oblasti vétsi v CDS nez mimo CDS)

Gen BETA - Homo sapiens

prah\W 9 15 21 27 33
0,7 5,73/3,83/6,45 | 1,93/0,00/2,67 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00
0,8 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00
0,9 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00
Gen BETA - Pan troglodytes
prah\W 9 15 21 27 33
0,7 06,54/4,60/7,42 | 3,50/2,57/3,92 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00
0,8 1,15/1,29/1,08 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00
0,9 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00
Gen BETA - Mus musculus
prah\W 9 15 21 27 33
0,7 8,67/8,11/8,93 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00
0,8 2,65/0,00/3,89 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00
0,9 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00

4.1.3. Gen P53

Tento gen koduje protein p53, ktery ovliviiuje expresi mnohych gent, ¢imz pfispiva ke
kontrole rastu bunck, oprav DNA, apoptéze (programovana bunécna smrt) a angiogenezi
(tvorbé cévniho fecisté). Mutace v tomto genu jsou spojeny s celou fadou lidskych nadoru.

Alternativaim sestfihem tohoto genu vznikaji razné izoformy transkripce tohoto genu. [25]

Zpracovavané sekvence cloveka a mysi jsou dle udaji z NCBI potvrzené a schvalené
kuratory, oproti tomu sekvence simpanze je pouze predikovana v ramci vypoctu celého genomu,
ale neni ovéfena a potvrzena. Pro urceni kédujicich tsekt jsem pouzila CDS prvni transkripéni

varianty genu cellular tumor antigen p53 izoformy a.

Pii lokalnim zarovnani byly sekvence clovéka a Simpanze shodné z 93 %, rozdily byly
nejvetsi v useku cca od 14 700bp do 16 000bp, na jehoz konci se u sekvence simpanze nachazi
pomeérné dlouhy tsek nedefinovanych bazi, ktery rozdilnost sekvenci jesté zvysuje. Pii lokalnim
zarovnan{ sekvence ¢cloveka a mysi byla jejich shoda 63 %, odlisnosti byly rozptyleny rovhomérné

v prub¢hu celych sekvenci.

Pii globalnim zarovnani byly sekvence clovéka a Simpanze shodné opét z 93 %, pficemz
problematicky byl znovu vyse zminovany usek. U globalntho zarovnani sekvence clovéka a mysi

byla shoda pouhych 47 %, coz bylo dano mimo jiné také pomérné rozdilnou délkou sekvenci.

Vysledky analyzy procentualntho obsahu A-G bohaty tsekt v sekvenci genu P53 bez ohledu
na jejich délku jsou uvedeny v Tab. 10. U této sekvence se vysledky neodpovidaji pfedpokladu,
obsah A-G bohatych dseku je v kddujici ¢asti u cloveka i simpanze vzdy nizsf nez mimo ni. V
sekvenci mysi pfedpoklad spliuje pouze kombinace nizkého prahu 0,7 a kratka velikost okna 9 a

15, ptekvapivée ale také vysoky prah 0,9 a velikost okna 9.
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Tab. 10 Procentualni obsah A-G bohatych oblasti v sekvenci genu P53 v zavislosti na velikosti
okna W a prahu (v celé sekvenci/v CDS/mimo CDS) — bez ohledu na délku nalezeného useku
(cervené podbarveno pokud je obsah A-G bohatych oblasti vétsi v CDS nez mimo CDS)

Gen P53 - Homo sapiens

prah\W 9 15 21 27 33
0,7 | 41,27/32,49/41,85 | 43,91/33,84/44,58 | 48,82/25.21/50,37 | 46,76/21,32/48 43 | 27,07/14,13/27,92
0,8 16,47/12,01/16,76 | 24,57/13,45/25,30 | 14,83/3,47/15,58 8,44/6,01/8,60 5,76/0,25/6,12
0,9 4,66/5,16/4,63 3,54/0,00/3,77 3,08/0,00/3,28 1,76/0,00/1,88 1,19/0,00/1,27

Gen P53- Pan troglodytes

prah\W 9 15 21 27 33
0,7 | 41,62/27,38/42,45 | 44,14/29,68/44,98 | 48,39/22,86/49,87 | 4542/17,20/47,05 | 26,16/11,62/27,00
0,8 16,30/9,03/16,72 | 24,63/8,26/25,57 | 14,24/0,96/15,01 8,81/3,75/9,10 5,28/0,29/5,56
0,9 4,67/4,13/4,70 3,59/0,00/3,80 3,32/0,00/3,51 1,98/0,00/2,09 1,71/0,00/1,81

Gen P53 - Mus musculus

prah\W 9 15 21 27 33
0,7 36,78/37,51/36,70 | 35,29/35,98/35,22 | 34,60/23,44/35,86 | 31,72/22,25/32,80 | 19,02/10,66/19,97
0,8 14,84/14,07/14,93 | 18,43/13,13/19,03 | 10,26/4,09/10,96 5,35/2,30/5,70 2,26/0,00/2,51
0,9 3,40/4,26/3,31 2,02/0,00/2,25 1,49/0,00/1,66 0,28/0,00/0,31 0,30/0,00/0,33

Vysledky analyzy procentualntho obsahu A-G bohaty useku delsich nez W/2 v sekvenci genu

P53 jsou uvedeny v Tab. 11. Vybranim pouze delsich useka s vyssim obsahem A a G se

procentualni zastoupeni v a mino CDS velice zménilo oproti pfedchozi tabulce. Vyssi

procentualni obsah vysel pouze u sekvence mysi pfi pouziti délky okna 9 a velikosti prahu 0,7. Ve

vsech ostatnich piipadech vysledky neodpovidaji pfedpokladu.

Tab. 11 Procentualni obsah A-G bohatych oblasti v sekvenci genu P53 v zavislosti na velikosti
okna W a prahu (v celé sekvenci/v CDS/mimo CDS) — nalezené dseky delsi nez W/2
(cervené podbarveno pokud je obsah A-G bohatych oblasti vétsi v CDS nez mimo CDS)

Gen P53 - Homo sapiens

prah\W 9 15 21 27 33
0,7 27,11/17,34/27,76 | 21,94/13,45/22,50 | 14,56/9,39/14,90 | 11,83/6,09/12,21 | 7,03/1,61/7,39
0,8 9,70/7,02/9,88 7,62/4,15/7,85 | 491/2,62/5,06 | 3,46/0,00/3,69 |1,66/0,00/1,77
0,9 3,17/2,03/3,24 2,31/0,00/2,47 1,62/0,00/1,73 | 0,21/0,00/0,23 |0,00/0,00/0,00

Gen P53 - Pan troglodytes

prah\W 9 15 21 27 33
0,7 27,12/13,93/27,88 | 21,96/9,80/22,66 |14,58/7,20/15,01 | 12,49/2,50/13,07 | 8,01/1,83/8,36
0,8 9,67/5,38/9,92 7,96/2,11/8,30 5,17/0,00/5,47 | 2,90/0,00/3,07 |1,44/0,00/1,53
0,9 3,35/2,31/3,41 2,62/0,00/2,77 | 2,01/0,00/2,12 | 0,22/0,00/0,23 |0,00/0,00/0,00

Gen P53 - Mus musculus

prah\W 9 15 21 27 33
0,7 20,40/22,76/20,13 | 14,91/12,28/15,21 | 11,87/7,16/12,41 | 8,92/1,71/9,74 |3,64/1,71/3,86
0,8 7,63/6,65/7,75 5,90/1,53/6,39 | 2,15/0,00/2,40 | 1,07/0,00/1,19 {0,00/0,00/0,00
0,9 1,05/1,02/1,05 0,44/0,00/0,49 0,30/0,00/0,33 | 0,00/0,00/0,00 |0,00/0,00/0,00
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Vysledky analyzy procentualniho obsahu A-G bohaty tsekt delsich nez W v sekvenci genu
P53 jsou uvedeny v Tab. 12. Vysledky analyzy pfi pouziti téchto parametri neodpovidaji
pfedpokladu. Pouze pfi pouziti kratkého okna a nizkého prahu jsou v sekvenci vibec nalezeny
dostatecné dlouhé tuseky s vysokym obsahem A a G a jejich obsah je vzdy wvyssi

v nekodujici oblasti.

Tab. 12 Procentualni obsah A-G bohatych oblasti v sekvenci genu P53 v zavislosti na velikosti
okna W a prahu (v celé sekvenci/v CDS/mimo CDS) — nalezené useky delsi nez W
(Cerven¢ podbarveno pokud je obsah A-G bohatych oblasti vétsi v CDS nez mimo CDS)

Gen P53 - Homo sapiens

prah\W 9 15 21 27 33
0,7 11,73/7,70/11,99 | 8,92/3,72/9,26 | 6,38/0,85/6,74 | 5,98/1,61/6,27 | 1,94/1,61/1,96
0,8 3,46/0,00/3,68 |4,10/0,00/4,37 | 1,46/0,00/1,56|0,34/0,00/0,36 | 0,36/0,00/0,38
0,9 1,77/0,00/1,88 |1,02/0,00/1,090,21/0,00/0,23 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00
Gen P53 - Pan troglodytes
prah\W 9 15 21 27 33
0,7 11,49/5,76/11,829,16/0,77/9,65| 6,85/0,96/7,19 | 5,77/1,83/6,00 | 2,93/1,83/3,00
0,8 3,60/0,00/3,81 |4,09/0,00/4,33|1,93/0,00/2,04|0,32/0,00/0,33 | 0,00/0,00/0,00
0,9 2,14/0,00/2,27 |1,36/0,00/1,44 |0,22/0,00/0,23 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00
Gen P53 - Mus musculus
prah\W 9 15 21 27 33
0,7 10,70/7,59/11,05 | 7,11/4,60/7,40 | 4,61/1,79/4,93 | 1,98/1,71/2,01 | 0,00/0,00/0,00
0,8 2,20/0,00/2,45 |2,23/0,00/2,4910,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00
0,9 0,36/0,00/0,41 |0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00|0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00

4.1.4. Gen CDK2
Protein kédovany timto genem patif mezi cyklin-dependentni kinazy (CDK), coz jsou enzymy
podilejici se na regulaci fady vyznamnych bunéénych procesti napf. bunééného cyklu, apoptozy,
diferenciace neuronalnich bunék atp. Cinnost CDK2 je regulovana cyklinem A a E a inhibovana
faktory p21 a p27. Zvysena exprese tohoto genu byla prokazana u nékterych rakovinnych bunék,

napiiklad u kolorektalniho karcinomu. [20]

Zpracovavané sekvence cloveka a mysi jsou dle udaju z NCBI potvrzené a schvalené
kuratory, oproti tomu sekvence simpanze je pouze predikovana v ramci vypoctu celého genomu,
ale nenf ovéfena a potvrzena. Pro urceni kodujicich usekt jsem pouzila CDS prvni transkripéni

varianty genu cyklin-dependentni kinazy 2 izoformy 1.

Pii lokalnim zarovnani byly sekvence clovéka a simpanze shodné z 92 %, nejvétsi rozdil je
zpusoben usekem neurcitych bazi v sekvenci sSimpanze cca od 3436bp do 9791bp. Ve zbylé casti
jsou sekvence prakticky shodné. U lokalnfho zarovnani sekvence ¢lovéka a mysi byla shoda 72 %

a odlisnosti byly rozptyleny v celku rovnomérné v prabchu celych sekvenci.

Pii globalnim zarovnani byly sekvence cloveka a simpanze shodné pouze z 81 %, pficemz

problematicky byl znovu vyse zminovany usek a navic se na konci sekvenci v odlisnostech
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projevila rozdilna délka sekvenci. U globalniho zarovnani pro sekvenci ¢lovéka a mysi byla shoda

63 %, v sekvenci se vyskytuji i useky velmi dobré shody, ale pfevazuji useky dosti rozdilné.

Tab. 13 Procentualni obsah A-G bohatych oblasti v sekvenci genu CDK2 v zavislosti na velikosti
okna W a prahu (v celé sekvenci/v CDS/mimo CDS) — bez ohledu na délku nalezeného useku
(cervené¢ podbarveno pokud je obsah A-G bohatych oblasti vétsi v CDS nez mimo CDS)

Gen CDK2 - Homo sapiens

prah\W 9 15 21 27 33
0,7 | 37,04/26,98/38,80 | 38,13/27,54/39,99 | 37,39/27,00/39,19 | 38,02/16,95/41,71 | 24,23/17,95/2533
0,8 16,35/9,92/17.47 | 20,11/12,71/21,40 | 11,67/5,80/12,71 9,10/3,46/10,09 5,55/0,00/6,53
0,9 4,54/0,00/5,34 5,39/1,67/6,04 2,01/0,00/2,37 1,61/0,00/1,90 1,86/0,00/2,19
Gen CDK?2 - Pan troglodytes
prah\W 9 15 21 27 33
0,7 | 33,51/28,68/34,32 | 33,26/30,19/33,77 | 30,21/30,57/30,15 | 34,97/19,12/37,61 | 23,46/20,25/23,99
0,8 14,67/11,19/15,25 | 17,74/13,96/18,37 | 11,17/6,54/11,94 7,36/3,90/7,94 4,54/0,00/5,30
0,9 4,18/0,00/4,88 5,35/1,89/5,93 1,56/0,00/1,82 1,13/0,00/1,32 0,70/0,00/0,82
Gen CDK2 - Mus musculus
prah\W 9 15 21 27 33
0,7 | 31,77/29,78/32,11 | 31,62/29,68/31,95 | 30,54/27,86/30,99 | 28,83/33,62/28,01 | 14,45/25,84/12,50
0,8 15,01/11,43/15,63 | 16,65/13,06/17,26 | 9,52/11,91/9,11 450/6,05/4,23 2,60/0,00/3,05
0,9 3,35/1,15/3,72 2,52/4,32/2,21 1,79/0,00/2,09 0,82,/0,00/0,96 0,52/0,00/0,61

Vysledky analyzy procentualnfho obsahu A-G bohaty useku v sekvenci genu CDK2 jsou

uvedeny v Tab. 13. Pro sekvenci clovéka a Simpanze vysledky naprosto neodpovidajf
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pfedpokladu, v CDS je obsah oblasti A a G niz$i pro vSechny kombinace velikosti okna a prahu.

U sekvence mysi je pfedpoklad splnén pro velikosti okna 27 a 33 a prahu 0,7 a pro velikosti okna

21 pfi nastaveni prahu na hodnotu 0,8.

Tab. 14 Procentualni obsah A-G bohatych oblasti v sekvenci genu P53 v zavislosti na velikosti
okna W a prahu (v celé sekvenci/v CDS/mimo CDS) — nalezené tseky delsi nez W /2
(cervené podbarveno pokud je obsah A-G bohatych oblasti vétsi v CDS nez mimo CDS)

Gen CDK2 - Homo sapiens

prah\W 9 15 21 27 33
0,7 | 22,62/12,60/2437 | 18,33/9,48/19,88 | 14,49/8,92/1546 | 12,59/10,37/12,98 | 6,89,/0,00/8,09
0,8 9,08/3,34/10,09 8,96/3,23/9,97 5,84/3,34/6,27 3,08/0,00/3,62 1,71/0,00/2,01
0,9 2,79/0,00/3,28 1,01/0,00/1,19 1,66/0,00/1,95 0,00,/0,00/0,00 0,00/0,00/0,00
Gen CDK?2 - Pan troglodytes
prah\W 9 15 21 27 33
0,7 19,67/14,21/20,57 | 16,40/10,69/17,35 | 14,69/10,06/15,46 | 12,52/11,70/12,65 | 5,33/0,00/6,22
0,8 8,55/3,77/9,34 8,46/3,65/9,26 4,83/3,77/5,01 2,46/0,00/2,87 1,85/0,00/2,16
0,9 2,50/0,00/2,91 0,99/0,00/1,15 1,19/0,00/1,38 0,00/0,00/0,00 0,00/0,00/0,00
Gen CDK2 - Mus musculus
prah\W 9 15 21 27 33
0,7 19,85/15,08/20,67 | 14,59/13,26/14,82 | 11,16/14,51/10,59 | 7,87/13,26/6,95 3,35/0,00/3,92
0,8 6,10/5,96/6,13 5,20/7,97/4,73 2,80/2,88/2,78 1,90/0,00/2,22 1,49/0,00/1,75
0,9 1,39/1,15/1,43 0,69/0,00/0,81 0,44/0,00/0,51 0,00/0,00/0,00 0,00/0,00/0,00
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Vysledky analyzy procentualnfho obsahu A-G bohaty useka delsich nez W/2 v sekvenci genu
CDK2 jsou uvedeny v Tab. 14. Za pouziti téchto parametri vysledky pfili§ nevychazi dle
pfedpokladu, procentualni zastoupeni A-G bohatych oblasti je v kédujicim useku sekvence nizsi
nez mimo n¢j u véech tfech druht 1 prakticky u vSech kombinaci velikosti okna a prahu. Vyjimku

tvoif pouze sekvence mysi a hodnoty prahu 0,8 pro velikost okna 15 a 21.

Vysledky analyzy procentualntho obsahu A-G bohaty dseku delsich nez W v sekvenci genu
CDK2 jsou uvedeny v Tab. 15. Pii pouziti této podminky se piekvapivé vychazi obsah A a G
v CDS v lidské a Simpanzi sekvenci pro kombinaci velikosti okna 27 a prahu 0,7 vyssi nez mimo
néj. U sekvence mysi je takovych vysledk vice, predevsim pro nizsi hodnoty prahu — 0,7 a 0,8.

Tab. 15 Procentualni obsah A-G bohatych oblasti v sekvenci genu P53 v zavislosti na velikosti

okna W a prahu (v celé sekvenci/v CDS/mimo CDS) — nalezené dseky delsi nez W
(cervené podbarveno pokud je obsah A-G bohatych oblasti vétsi v CDS nez mimo CDS)

Gen CDK2 - Homo sapiens

prah\W 9 15 21 27 33
0,7 11,89/7,58/12,65 | 8,85/7,02/9,17 | 8,85/4,68/9,58 | 5,72/5,80/5,71 | 2,30/0,00/2,70
0,8 4,14/0,00/4,87 | 4,71/3,23/4,96 | 3,03/0,00/3,56 | 0,88/0,00/1,04 | 0,00/0,00/0,00
0,9 0,83/0,00/0,98 | 0,55/0,00/0,65 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00
Gen CDK?2 - Pan troglodytes
prah\W 9 15 21 27 33
0,7 11,42/8,55/11,90 | 8,55/7,92/8,65 | 8,55/5,28/9,09 | 4,29/6,54/3,92 | 2,44/0,00/2,85
0,8 3,74/0,00/4,36 | 3,83/3,65/3,86 | 2,46/0,00/2,87 | 0,95/0,00/1,11 | 0,00/0,00/0,00
0,9 0,34/0,00/0,40 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00
Gen CDK2 - Mus musculus
prah\W 9 15 21 27 33
0,7 10,07/9,70/10,13 | 5,72/6,24/5,63 | 4,79/8,17/4,22 | 4,99/5,19/4,96 | 0,94/0,00/1,10
0,8 2,21/3,27/2,03 | 3,28/5,76/2,85 | 1,27/0,00/1,48 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00
0,9 0,49/0,00/0,58 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00

4.1.5. Gen SHBG

Tento gen koduje protein ze skupiny globulint, proteint piitomnych v krevni plazme,
charakteristickych niz$i pohyblivosti nez albumin. SHB globulin vaze steroidy, pfispiva tak
k pfenosu napf. pohlavnich hormont, odtud jeho nazev sex hormone-bindig globulin (globulin
vazajici pohlavni hormony). Ruzné transkripéni varianty kéduji razné izoformy tohoto

proteinu. [27]

Zpracovavané sekvence clovéka a mysi jsou dle udaji z NCBI potvrzené a schvalené
kuratory, oproti tomu sekvence simpanze je pouze predikovana v ramci vypoctu celého genomu,
ale nen{ ovéfena a potvrzena. Pro urceni kédujicich dseki jsem pouzila CDS prvni transkripcni

varianty genu kodujici sex hormone-binding globulin izoformy 1.

P1i lokalnim zarovnani byly sekvence cloveka a Simpanze shodné z 99 %, zdaly se byt témet
totozné. U lokalntho zarovnani sekvence clovéka a mysi byla shoda 65 %, odlisnosti byly

rozptyleny rovnomeérné v pribéchu celych sekvenci.
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Pii globalnim zarovnani sekvence clovéka a Simpanze byla shoda pouhych 17 %, coz bylo

zpusobeno pfedevsim rozdilnou délkou sekvenci. U globalniho zarovnani pro sekvenci clovéka a

mysi byla shoda 16 %, také sehrala velkou roli rozdilna délka sekvenci.

Tab. 16 Procentualni obsah A-G bohatych oblasti v sekvenci genu SHBG v zavislosti na velikosti
okna W a prahu (v celé sekvenci/v CDS/mimo CDS) — bez ohledu na délku nalezeného useku
(cerven¢ podbarveno pokud je obsah A-G bohatych oblasti vétsi v CDS nez mimo CDS)

Gen SHBG - Homo sapiens

prah\WwW 9 15 21 27 33
0,7 42.62/35,81/43,08 | 45,07/31,43/4598 | 47,47/29,53/48,66 | 45,38/27,54/46,57 | 27,85/4,71/29,40
0,8 | 17,45/12,16/17,80 | 23,52/11,41/24,32 | 16,62/521/17,38 | 10,87/2,56/11,42 | 8,20/0,00/8,75
0,9 4,53/2,15/4,69 3,84/0,00/4,09 3,53/0,00/3,77 1,35/0,00/1,44 0,79/0,00/0,84
Gen SHBG - Pan troglodytes
prah\W 9 15 21 27 33
0,7 | 40,08/35,76/41,62 | 40,47/28,94/4459 | 45.13/33,68/49,22 | 49,97/35,07/55,28 | 30,95/5,56/40,01
0,8 | 18,29/14,47/19,65 | 21,73/12,50/25,02 | 16,95/6,02/20,85 | 1041/2,66/13,17 | 8,73/0,00/11,85
0,9 5,51/3,01/6,40 3,77/0,00/5,12 2,19/0,00/2,97 0,00/0,00/0,00 0,00/0,00/0,00
Gen SHBG - Mus musculus
prah\W 9 15 21 27 33
0,7 | 37,25/35,15/38,60 | 36,89/26,16/43,82 | 38,77/2541/47,39 | 39,84/20,30/52,45 | 22,94/4,54/34,82
0,8 19,06/14,03/22,31 | 22,14/19,14/24,07 | 10,45/4,79/14,11 7,96/0,00/13,10 3,66/0,00/6,02
0,9 492/2.39/6,55 3,20/0,00/5,27 2,07/0,00/3,41 0,00/0,00/0,00 0,00/0,00/0,00

Vysledky analyzy procentualniho obsahu A-G bohaty useku v sekvenci genu SHBG jsou
uvedeny v Tab. 16. U tohoto genu vysledky naprosto nevychazi dle pfedpokladu, procentualni
zastoupeni A-G bohatych oblasti je v kédujicich c¢astech sekvenci vzdy nizs$i nez mimo néj u
vsech tfech druht i u vSech kombinaci velikosti okna a prahu. Rozdily jsou navic mnohdy

pomérné velké.

Vysledky analyzy procentualntho obsahu A-G bohaty useku delsich nez W/2 v sekvenci genu
SHBG jsou uvedeny v Tab. 17. Ani pouziti podminky minimalni délky nalezenych usekua

nezmeénilo fakt, Ze obsah A a G u této sekvence vychazi vzdy vyssi mimo kodujici dsek.

Vysledky analyzy procentualniho obsahu A-G bohaty useku delsich nez W v sekvenci genu
SHBG jsou uvedeny v Tab. 18. Vysledky analyzy pii pouziti téchto parametri neodpovidaji
pfedpokladu. Pouze pii pouziti kratkého okna a nizkého prahu jsou v sekvenci vibec nalezeny
dostatecné dlouhé useky s vysokym obsahem A a G, avsak jejich obsah je vzdy vys$si v nekédujici

oblasti.
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Tab. 17 Procentualni obsah A-G bohatych oblasti v sekvenci genu SHBG v zavislosti na velikosti
okna W a prahu (v celé sekvenci/v CDS/mimo CDS) — nalezené dseky delsi nez W /2
(cervené¢ podbarveno pokud je obsah A-G bohatych oblasti vétsi v CDS nez mimo CDS)

Gen SHBG - Homo sapiens

prah\W 9 15 21 27 33
0,7 [27,23/12,99/28,18 | 21,51/9,51/22,31 | 15,04/6,45/15,62|14,44/0,00/15,40 | 9,95/0,00/10,62
0,8 9,70/4,88/10,02 | 8,44/4,88/8,68 | 5,34/0,00/5,69 | 2,95/0,00/3,14 | 1,19/0,00/1,26
0,9 2,88/0,00/3,08 1,69/0,00/1,80 | 0,93/0,00/0,99 | 0,21/0,00/0,23 | 0,00/0,00/0,00
Gen SHBG - Pan troglodytes
prah\W 9 15 21 27 33
0,7 |23,01/13,54/26,38 | 21,36/11,57/24,86 | 19,78/6,94/24,36 | 16,10/0,00/21,84 | 9,16/0,00/12,43
0,8 10,04/6,37/11,35 | 10,07/5,44/11,73 | 4,08/0,00/5,53 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00
0,9 2,62/0,00/3,55 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00
Gen SHBG - Mus musculus
prah\W 9 15 21 27 33
0,7 [21,59/15,18/25,72118,12/10,97/22,74 | 15,73/8,58/20,34| 9,71/0,00/15,97 | 5,44/0,00/8,95
0,8 10,84/3,71/15,44 | 6,73/3,55/8,79 | 2,20/0,00/3,62 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00
0,9 1,84/0,99/2,40 0,68/0,00/1,12 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00

Tab. 18 Procentualni obsah A-G bohatych oblasti v sekvenci genu SHBG v zavislosti na velikost
okna W a prahu (v celé sekvenci/v CDS/mimo CDS) — nalezené tseky delsi nez W
(cervené podbarveno pokud je obsah A-G bohatych oblasti vétsi v CDS nez mimo CDS)

Gen SHBG - Homo sapiens

prah\W 9 15 21 27 33
0,7 12,18/5,38/12,63 | 10,56/5,38/10,91 | 9,00/0,00/9,60 | 7,88/0,00/8,40 |3,80/0,00/4,05
0,8 3,72/0,00/3,96 | 3,82/0,00/4,08 | 1,68/0,00/1,79 | 0,92/0,00/0,98 |0,36/0,00/0,38
0,9 1,24/0,00/1,32 | 0,54/0,00/0,57 | 0,21/0,00/0,23 | 0,00/0,00/0,00 |0,00/0,00/0,00
Gen SHBG - Pan troglodytes
prah\W 9 15 21 27 33
0,7 14,42/6,83/17,13 | 13,45/6,48/15,94 | 9,62/0,00/13,05 | 9,53/0,00/12,92 | 4,53/0,00/6,15
0,8 3,38/0,00/4,58 | 1,89/0,00/2,56 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00 |0,00/0,00/0,00
0,9 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00 |0,00/0,00/0,00
Gen SHBG - Mus musculus
prah\W 9 15 21 27 33
0,7 12,94/6,35/17,20 | 8,61/2,81/12,35 |6,38/0,00/10,49 | 4,14/0,00/6,82 |0,00/0,00/0,00
0,8 2,43/0,00/3,99 | 2,07/0,00/3,41 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00 |0,00/0,00/0,00
0,9 0,55/0,00/0,91 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00 |0,00/0,00/0,00

4.2. Testovani obsahu A-G bohatych oblasti v nahodné sekvenci

V ramci analyzy jsem méla za kol zvazit nahodnost usekt bohatych na A a G. K tomuto tcelu

jsem pouzila funkce z bioinformatického toolboxu Matlabu s nazvem randseq.m. Tato funkce

vytvoti nahodnou sekvenci DNA pozadované délky. Nechala jsem si vygenerovat sekvenci délky

2500bp a nasledné provedla analyzu na procentualni obsah A-G bohatych oblasti obdobné jako u

zkoumanych genut. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 19.
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Z vypoctenych dat je patrné, ze obsah A-G bohatych oblasti je v nahodné sekvenci nizsi nez
u analyzovanych gent. Rozdil je dobfe viditelny pfedev§im pfi vyhledavani delsich usekt
s vysokym obsahem A a G. Muazeme tedy vyvozovat, ze nami nalezené tseky nevznikly nahodou,
coz jen potvrzuje jejich dulezitou ulohu v sekvenci.

Tab. 19 Procentualni obsah A-G bohatych oblasti v nahodné sekvenci v zavislosti na velikosti
okna W a prahu

Nahodna sekvence — bez ohledu na délku A-G bohatych useku

prah\W 9 15 21 27 33
0,7 31,52 19,36 19,48 13,32 0,00
0,8 5,60 6,20 1,92 0,00 0,00
0,9 0,40 0,00 0,00 0,00 0,00
Nahodna sekvence — A-G bohaté useky delsi neZ W/2
prah\WwW 9 15 21 27 33
0,7 9,92 5,00 1,28 1,64 0,00
0,8 0,60 0,88 0,00 0,00 0,00
0,9 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Nahodna sekvence — A-G bohaté useky delsi nezZ W
prah\WwW 9 15 21 27 33
0,7 2,48 1,16 0,00 0,00 0,00
0,8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,9 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

4.3. Vyhodnoceni

Ukolem bakalaiské price bylo pomoci vytvofeného programu provést analyzu lidského,
simpanziho a mystho genomu na vyskyt adenin-guanin bohatych tsekt. Analyzovat celé genomy
v ramci bakalafské prace samozfejmé neni mozné, vybrala jsem si proto pét vzorovych genu,
vyskytujicich se u vsech tfech vybranych druht. Snazila jsem se zvolit geny ruzné délky a
z ruznych chromosomu. Také jsem vybirala pfedev$im geny prukazné ovéfené — v genové
databazi NCBI oznacené jako reviewed (pfezkoumana) nebo validated (ovéfena). Pouzité
sekvence cloveka jsou ovéfeny vsechny, mysi z vétsiny, avsak pouzité sekvence Simpanze jsou

bohuzel pouze predikované.

Presto je v analyze velmi dobfe patrna podobnost mezi geny c¢lovéka a Simpanze, ve vsech
pifipadech se sekvence mysi od obou lisi vyrazné vice, nez zminéné dvé sekvence mezi sebou.
V prvé fadé jsem pomoci vytvofeného programu vypocitala pozice useku s vysokym obsahem
A a G pii pouziti tif raznych praht — 0,7; 0,8; 0,9 a péti raznych velikosti okna — 9; 15; 21; 27; 33.
Chtela jsem timto zpusobem zjistit, které nastaveni je pro vyhledavani nejvyhodnéjsi.

Vzhledem k mnozstvi takto ziskanych dat, bylo nutné je jest¢ dale néjakym zpusobem
zpracovat. Proto jsem vypocitala procentualni zastoupeni nalezenych oblasti v kodujici a

nekodujici ¢asti sekvence (vychazela jsem z CDS udsekt uvedenych na NCBI). Predpokladem

bylo, ze v exonech se budou tseky bohaté na A a G vyskytovat ve vétsi mife, nezli v intronech.
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Pii procentualnim vyjadfeni ma na vysledky velky vliv zplisob urcovani krajnich bodt
nalezenych usekt. Vypoctem denzitnich vektorti dochazi ke zkresleni, v prabéhu vypoctu totiz
sekvenci prochazime pomoci okna a primérujeme hodnoty v ném obsazené. Pokud nasledné
prahovanim najdeme pozici s vysokou denzitou, vznikla tato hodnota pramérovanim W/2
hodnot indikac¢niho vektoru na kazdou stranu od pocitaného umisténi, proto vzdy pfidivam W /2
pozic na zacatek i konec nalezeného useku s vysokou denzitou. Timto zpusobem se snazim

¢astecné eliminovat vliv zkresleni oknem.

Velikost okna koresponduje se zkreslenim vysledk - ¢im del§i okno tim vétsi zkresleni.
Pouzitim kratkého okna ziskime sice pfesnéjsi informaci o vyskytu kratsich tsekd s vyssim
obsahem A a G, ale opravdu dlouhy usek obsahujici pfedevsim A a G, ovSem lehce naruseny
obsahem jinych bazi, pfi pouziti kratkého okna rozkouskujeme na nékolik malych tsekt. Naopak
pii pouziti pfili§ velkého okna mohou byt zase kratsi useky bohaté na A a G pfeskoceny, nebot’
jejich vlivem nedojde k dostate¢nému vzristu vysledné denzity v okné. Timto zpusobem vsak
muzeme lépe najit dlouhé dseky bohaté na A a G. Proto v praci pracuji s pomérné velkym
rozsahem velikosti oken od 9 po 33 a snazim se zjistit, ktera hodnota je pro analyzu
nejvyhodnéjsi.

Vysledky analyzy genti ovSem pro zadné zvySe uvedenych nastaveni neodpovidaly
pfedpokladu. Proto jsem se jest¢ pokusila vybirat jen delsi useky a zanedbat ty kratké, ve kterych
denzita jen mistné vzrostla. V prvnim piipadé jsem zvolila jako hranici délku poloviny pouzitého
okna a nasledn¢ délku celého okna. Ani po tomto opatfeni se vsak hledané oblasti ve vétsine
piipadt nevyskytovaly v kodujici ¢asti ¢astéji nez mimo ni. Obcas byl sice pro nékteré hodnoty
velikosti okna a prahu (zpravidla pro kratsi okna a niz$i prahy) obsah A-G bohatych oblasti
v CDS vyssi, avsak rozdil oproti zbytku sekvence zpravidla nebyl velky. Ze ziskanych dat se proto

neda dost dobfe usuzovat, jaka velikost okna a prahu je pro analyzu nejvhodnéjsi.

Celkové je zvysledkt patrna spiSe tendence pro vyssi obsah A-G bohatych oblasti
v intronech, coz popira pfedpoklad uvedeny také v kapitole 1.1.5. V ramci mé prace jsem vsak
pracovala s pouhymi péti nahodné vybranymi geny, pro prikaznéjsi zjisténi by bylo nutné gena
zpracovat mnohem vice.

Na druhou stranu z vypoctenych hodnot je patrné, ze vyskyt A-G bohatych oblasti
v sekvencich neni pouze nihodny. Useky bohaté na A a G se vyskytuji pomémé &asto
v sekvencich ¢loveka, simpanze i mysi. V prabehu evoluce tady zfejmée byly zachovany. Otazkou

vsak zustava, zda maji néjakou funkci a jakou.

47



ZAVER
Cilem bakalafské prace bylo zpracovat podklady a dostupné informace k tématu vyhledavani
oblasti bohatych na adenin a guanin, vytvofit program realizujici jejich vyhledavani a s jeho

pomoci provést analyzu ¢asti genomu Simpanze, clovéka a mysi.

Teoreticka cast se vénuje slozeni a struktufe DNA. Zabyva se jeji replikaci, transkripci a
translaci. Podrobnéji je rozebran projekt, jehoz cilem bylo oskenovat cely genom ¢lovéka. Jsou
zminény i informace o genomu Simpanze a mysi. Také struéné popisuji nejvétsi internetové

genové databaze a nejpouzivanéjsi format pro ukladani sekvenc{ - fasta.

Druha cast se jiz vénuje samotnému problému vyhledavani oblasti bohatych na adenin a
guanin. Je nastinéna problematika numerického zpracovani sekven¢nich dat DNA a nasledné
vybrana konkrétni metoda pro dalsi zpracovani. Zvolila jsem metodu vyhledavani v sekvenci na
zakladé vypoctu denzitnich vektort. Sestavila jsem vyvojové diagramy programu realizujictho

vypocty a napsala pro tuto funkci pseudokdd.

V dalsi ¢asti popisuji implementaci zvoleného feSeni do programovaciho prostfedi Matlab
R2010a. Vysvétluji dlohu jednotlivych funkci a podrobnéji rozebiram i vytvofené uzivatelské
prostiedi aplikace.

Ctvrtou a zaroveni posledni ¢asti bakalaiské price je analjza péti raznjch gend ¢lovéka,
simpanze a mysi. Snazila jsem se ovefit pfedpoklad, Ze tseky bohaté na adenin a guanin se
vyskytuji castéji v kodujici ¢asti gent nezli ve zbytku sekvence. Vyhledala jsem tedy useky
s vysokym obsahem A a G a procentualné vyjadfila jejich obsah v CDS a mimo CDS. Toto jsem
pro kazdy gen provedla pro rizné kombinace velikosti okna a prahu, také jsem vyzkousela
vyhledavat pouze useky urcité délky. OvSem pii zadném z vyzkousenych nastaveni parametrt
vyhledavani nebyl obsah A-G bohatych oblasti v exonech vyrazné vyssi nez v intronech.
Dokonce se spise zdalo, ze se hledané useky vice vyskytuji naopak v intronech, ani to ale nebylo
pravidlem. Provedla jsem analyzu pouhych péti gend, neni tedy mozné vyvozovat obecné zavéry,
k tomu by bylo zapotiebi analyzovat mnohem vétsi objem dat, coz by vsak pfesahovalo rozsah
této prace. Vytvorené funkce by ovsem zcela jist¢ byly pouzitelné i k rozsahlejsi analyze, bylo by

pouze nutné vice zautomatizovat nacitan{ sekvenci a vypisovani vysledku.
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POUZITE ZKRATKY
DNA

RNA
mRNA
tRNA
rRNA
A

ddATP
ddCTP
ddGTP
ddTTP
NCBI
EMBL
DDBJ
CDS

deoxyribonukleova kyselina

ribonukleova kyselina

mediatorova RNA

transferova RNA

ribozomalni RNA

adenin (cyklicka dusikata baze)

cytozin (cyklicka dusikata baze)

guanin (cyklicka dusikata baze)

tymin (cyklicka dusikata baze)
2'3'-dideoxyadenozintrifosfat
2'3'-dideoxycytidintrifosfat
2'3"-dideoxyguanozintrifosfat
2'3"-dideoxytymidintrifosfat

National Center for Biotechnology Information
European Molecular Biology Laboratory Data Library
DNA Data Bank od Japan

kodujici ¢ast sekvence (exony genu)
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OBSAH ELEKTRONICKE DOKUMENTACE

PriloZené soubory:
Vlachynska_Alzbeta_ BP.pdf

Cti_me.txt

Program:
GUI_denzitni_vektory.m
denzitni_vektory.m

urceni_pozic.m
parseArgs.m
samexaxis.m

fastaread.m

seqtool.m

randseq.m

Analyza:

analyza.m

analyza_CDS.m

analyza.pdf

sekvence.rar

zarovnani.rar

= clektronicka verze bakalatské prace

= pokyny pro pouziti pfilozenych funkci

- hlavni funkce

—> pomocna funkce pro vypocet denzitnich vektori

= pomocna funkce pro urceni pozic s vysokym obsahem
adeninu a guaninu

—> pomocna funkce pro vykresleni grafu

—> pomocna funkce pro vykresleni grafu

—> pomocna funkce pro ¢teni z fasta souboru
z bioinformatického toolboxu Matabu

- pomocna funkce z bioinformatického toolboxu Matlabu

-> funkce pro generovani nihodné sekvence

z bioinformatického toolboxu Matlabu

-> skript provadéjici analyzu vlivu velikosti okna a prahu
na nalezené A-G bohaté dseky pro pét zvolenych gen

- skript provadéjici analyzu na procentudlni obsah A-G
bohatych oblasti v CDS vybranych genu

- vysledky analyzy vlivu velikosti okna a prahu na nalezené
A-G bohaté useky pro pét zvolenych genua

- knihovna analyzovanych sekvenci

- knihovna vysledkt zarovnani analyzovanych sekvenci
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