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ABSTRAKT

Prace se zabyva vyhledavanim oblasti s vysokym obsahem adeninu a guaninu v molekule DNA.
Jejich nalezeni a stanoveni nahodnosti, funkcénosti 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, transkripei a translaci v bunce. Je v ni pfiblizen pojem
genom. Nasleduje kapitola, kterda se vénuje numerickému zpracovani sekvencnich dat DNA,
nezbytnych k dalsimu zpracovani za pomoci vypocetni techniky. Je uvedena metoda denzitnich
vektoru, vhodna pro vyhledani pozadovanych useku sekvence DNA. V nasledujici ¢asti prace je
navrzena a pomoci programovaciho prosttedi MATLAB realizovana aplikace pro vyhledavani
oblasti bohatych na adenin a guanin. Posledni ¢ast prace tvori analyza gent clovéka, simpanze a
mysi.

KLICOVA SLOVA
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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 1s 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 veéri, ze
pokud se nam podafti plné pochopit zpusob uloZeni informace v DNA, dostaneme odpoved na
mnoho otazek tykajicich se jak puvodu, tak i existence clovéka. Jiz nyni jsou znamy konkrétni
mutace zpusobujici casto velmi zavazné choroby a probihd aktivni vyvoj genové terapie, kladouci
st za cil najit zpusob, jak na zakladé znalosti genu nemoci lécit — at’ uz tak, Zze dany gen
,;opravime* nebo ho ,,jen” deaktivujeme a zabranime tak nezadoucim projevim jeho transkripce.
Mnohé nemoci jsou vSak multifaktorialni (ovliviiuje je vice genu) a zatim neni mozné pfesné urcit
mutact, ktera je zpusobuje. Navic nam doposud neni zniamo, jakym zpusobem je regulovana
exprese genu. Ve vyzkumu muaze byt hodné ndpomocna pravé bioinformatika. Pomoci
informacnich technologii jsme schopni zpracovavat i pomérné velké mnozstvi informaci a

vyvozovat z nich zavéry.

Informace je v DNA zakédovana pomoci Ctyf bazi — adeninu (A), cytosinu (C), guaninu (G)
a tyminu (T). Jak se vSak ukdzalo, rozmisténi jednotlivych bazi v fetézci rozhodné neni nahodné a
casto dochazi k shlukovani raznych typa bazi. Je mozné, Ze prave takové tseky DNA by mohly
indikovat pfitomnost/neptitomnost genu, ¢i mit vliv na regulaci jejich exprese. Tato praice se
zabyva vyhledavanim oblasti sekvence s vysokym obsahem A a G, s cilem zhodnotit nahodnost,

tunkct a konzervovanost nalezenych useku.

Soucasti prace je program slouzici k vyhledavani A-G bohatych oblasti na zakladé vypoctu
denzitnich vektoru. Program je napsan 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 Cloveka, 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 organizmu. Ve své struktufe koduje informace o stavbé, funkei a reprodukei bunck,
¢imz predurcuje vyvoja vlastnosti celého organismu. Je také prostfedkem, kterym jsou tyto

informace predavany na dalsi generace. [1]

1.1.1. Historie vyzkumu DNA

Deoxyribonukleova kyselina byla popsana roku 1869 svycarskym lékafem Friedrichem
Miescherem. O funkct DNA toho dlouho nebylo moc zndamo. AZ v roce 1943 provedli Oswald
Avery spolecné s Colinem MacLeodem a Maclynem McCaetym sérii pokusu s transformaci
pneumokoku (tz. Averyho-MacLeoduv-McCartyho experiment) a zjistili, ze DNA je genetickym

materialem bunék.

Patrné nejslavnéjsim milnikem ve vyzkumu DNA bylo odhaleni jeji trojrozmérné struktury.
V roce 1953 byl v casopise Nature pfedstaven 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 centradlni dogma molekularni biologie

(viz kapitola 1.1.4).

O rok pozdéjt se podafilo prozkoumat zpusob replikace DNA v bunikach a na pocatku 60.
let byl rozlustén geneticky kod védeir 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 nékolika urovnich. Poradi nukleotidd v linearnim dvojvlakné
nazyvame primarni strukturou. Staceni vlidkna do typické, zpravidla pravotocivé, dvousroubovice
je zalezitosti sekundarni struktury. Pod tercidlni strukturou se pak obvykle rozumi
nadsroubovicové vinuti, které usnadiuje kondenzaci DNA az do nadmolekularnich struktur,

jakymi jsou chromozomy. [2]

Kazda nukleova kyselina je tvorfena retézcem nukleotidu, sloZzenych ze tf ¢asti — fostatovou
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]
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Obr. 1 Struktura ¢ty béznych deoxyribonukleotidu ptitomnych v DNA [3]

Polynukleotidové fetézce jsou slozeny ze sekvence nukleotidi spojenych navzajem
fosfodiesterovymi  vazbami, které propojuji sousedni deoxyribozové skupiny. Drvé
polynukleotidova vlakna se otaci kolem sebe ve spirdle, pfi¢emz jsou drzena pohromadé ve
sroubovicové konfiguraci vodikovymi vazbami mezi bazemi opacnych vlaken; vysledné pary bazi
jsou usporadany nad sebou mezi dvéma fetézci kolmo k ose molekuly jako schody tocitého
schodisté. 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 tvofi s tyminem dvé vodikové vazby. Vsechny pary bazi se tak skladaji z jednoho purinu a

jednoho pyrimidinu. [1]

° Vodik
. © KysI!k
9 @ Dusik
= © Uhlik
> © Fosfor
[5°]
=

T A

Velky Zlabek
®

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 1 sekvenci druhého vlakna. Tato vlastnost DNA se nazyva komplementarita a poskytuje
jedine¢ny nastroj pro uloZzeni a pfenos genetické informace z generace na generacl.
(kapitola 1.1.3). [1]

Vsechny funkéni molekuly DNA, obsazené v zivych bunkdch jsou jesté nadsroubovicove
vinuty (superspiralizovany). Béehem metafize mibzy a mitdzy je DNA za pomoci proteinu jesté
vice sbalena a kondenzovana do kompaktnich chromozomu. [1]
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1.1.3. Replikace
Replikace je proces, pfi kterém dochazi k zmnozeni molekul DNA, pficemZ z jedné matetské
molekuly vzniknou dvé naprosto stejné dcefiné, kazda s jednim vlaknem pavodni DNA a jednim
vlaknem nové syntetizovanym, proto se tento proces nazyva semikonzervativni replikace. Vlidkna
matefské DNA slouzi jako templat a na zakladé parovani bazi jsou k nim postupné pridavany
komplementarni baze do vlakna dcefiného, tj. poradi bazi vkaZdém dcefiném vlikné je

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

Replikace se uplatiuje pri rozmnozovani, kdy zajist'uje identitu obou dcefinych bunck. U
clovéka probiha syntéza nového retézce DNA rychlosti priblizné 3000 nukleotidd 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 vlakno tvofeno prubézné a dalsi prerusované. Opozdujici
se vlakno roste syntézou kratkych fragmenta zvanych Okazakiho fragmenty (viz Obr. 3). [1] [2]

Primaza
Primer

DMNA
ligaza

DMA polymeraza a

opoidujici se
vidkno

g

Topoizomeraza

DMA polymeraza G
Helikaza

338 proteiny

Obr. 3 Replikace DNA [5]

Cely proces je mnohem sloZitéjsi, ale neni objektem této prace, proto se jim nebudu zabyvat.
Mohu vsak jesté poznamenat, Zze pfes slozitost a soucasné velkou rychlost replikace je jeji

presnost opravdu ohromujici — pramérné jedna chyba na miliardu vélenénych nukleotidu. [1] [2]

1.1.4. Transkripce a translace

Centralni dogmata molekularni biologie popisuje cestu pfenosu informace mezi biopolymery.
Rikd, Ze informace uchovani v DNA se transkripci prend$i do molekul RNA a translaci do
proteinu. Exprese genetické informace tedy probihd ve dvou krocich. Pii transkripci se jedno
vlakno DNA pouzije jako templat pro syntézu vlakna RNA, oznacovaného jako transkript. Pfi
translact je nasledné nukleotidova sekvence RNA prevedena do sekvence aminokyselin
polypeptidového produktu genu. Tento prevod je fizen genetickym koédem, ktery urcuje
aminokyseliny podle tripletd v transkriptu, zvanych kodony (Obr. 4). [1] [2]
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Obr. 4 Geneticky kod [6]

Translace probihd v ribozomech, sloZitych makromolekularnich ustrojich sloZenych ze tif az péti
molekul RNA a 50-90 raznych proteini. Molekuly RNA prekladané v ribozomech nazyvame
mediatorova RNA (mRNA). U prokaryot se mRNA shoduje s primarnim transkriptem. U
eukaryot vsak vétsina jadernych gena obsahuje nekodujici sekvence zvané introny, které oddéluji
kodujici sekvence zvané exony. Proto byvaji primarni transkripty (prekurzory mRNA neboli
pre-mRNA) jesté¢ vjadfe zpracovany - introny jsou odstranény sestfthovymi reakcemi
v makromolekularnich strukturach zvanych spliceozomy. Teprve takto upravena mRNA

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

Translact nukleotidové sekvence v molekule mRNA do aminokyselinové sekvence
polypeptidového produktu lze rozdélit do tif fazi: iniciace, elongace a terminace polypeptidového
Fetézce. [1] [2]

Syntézu polypeptidu zahajuje specialni transterova RNA (tRNA) jako odpoveéd na iniciacni
translacni kodon (obvykle AUG a nékdy GUG). Proto syntéza vsech polypeptida zacina
methiolinem, ktery se ale z polypeptidu Casto pozdéji odstépuje, takze funkéni proteiny nemusi
mit na aminokonci methionin. Spolu s tRNA se na mRNA navazi iniciacni faktory a mala
podjednotka ribozomu. U eukaryot je nasledna iniciace translace sloZitéjsi nez u prokaryot.
Inictaéni komplex prohlizi mRNA od 5°-konce a hledi kodon AUG pro iniciaci translace,

pficemz ucinnost, sjakou se dany kodon AUG pro iniciaci vyuziva, zavisi na priléhajici

(A nebo G) umistény tii baze proti sméru translace od iniciacniho kodonu a G, ktery za nim
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bezprostfedné 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 zahdjit

druhou fazi translace — elongact. [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. anttkodon) do mista A ribosomu. Druhym krokem elongace je tvorba peptidové
vazby mezi aminoacyl-tRNA v mist¢ A a karboxylovym koncem rostouctho polypeptidového
fetézce pripojeného k tRNA v misté P. Béhem tfeti fize dochazi v dusledku 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
retézec. Posunem se navic uvolnilo misto A a ribozom je pfipraven zahajit dalsi cyklus elongace
retézce (Obr. 5). [1] [2]

noveé vznikajici protein 3 ,@’

. L
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
kodoni (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 ukondi 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, Ctyfi baze, z toho dvé purinové a dvé
pyrimidinové, pfi¢em? se paruje vidy bize purinova s bazi pyrimidinovou. Cim? je déno, Ze jejich
obsah v molekule DNA musi byt stejny. Rozlozeni purinovych a pyrimidinovych bazi mezi
jednotlivé fetézce DNA vsak uz stejnomérné byt nemusi a také Casto neni. V genomech ruznych
organismu i clovéka se nachazeji prekvapivé 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 vyskytuji pred geny. I samotné geny byvaji podobné asymetrické, pricemz kodujict

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

Shluky purinovych bazi mohou utvatet nékolik sekvencnich motiva. Nejznaméjsi jsou shluky
guaninu tvorici tetraplexovou DNA. Vysoky obsah purina v fetézci zpravidla prispiva ke
konformacni stabilit¢ DNA. V dinukleotidu ApG se sousedni pary mezi fetézci prekryvaji a

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

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

apod.). Podobnym mechanismem by mozna mohly byt tyto procesy ovliviiovany 1 uméle.

1.2. Genom (Clovék, Simpanz, mys)

Genom je vetkerd genetickd informace uloZend v DNA konkrétniho organismu. UZeji jej
muzeme chapat jako kompletni sekvenci jaderné DNA — tedy jedné sady chromozomu — avsak
muze do néj byt zahrnuta navic 1 kompletni DNA obsaZzena v bunéénych organelach (u Zivocicha
se jedna o mitochondrialni DNA). [1] [2]

1.2.1. Mapovani genomu, sekvenace
Pri zkoumani genomu je potreba 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 treti, v soucasné dobé je jiz celkem bézna 1 sekvenace genomu, pii které zjistime kompletni
sekvenci molekul DNA. [2]

Nase dnesni schopnost sekvenovat v podstaté jakoukoliv molekulu DNA je vysledkem Ctyf
hlavnich objevu. Nejdulezitéjsim pralomem byl objev restrikénich enzymu a jejich schopnost
vystépit z chromozomu specificky usek. Dalsi velky pokrok pfedstavovalo zdokonaleni gelové
elektroforézy az tak, Ze mohou byt rozdéleny fragmenty DNA lisici se jen o délku jednoho
nukleotidu. Stejné tak dulezité bylo zdokonaleni klonovani genu, které umozni pfipravu 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, oznacovany jako Sangerova metoda.

1] 12]
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Sangerova metoda vyuziva in vitro syntézy DNA v pfitomnosti upravenych 27,3"-
dideoxyribonukleozidtrifosfata (ddATP, ddCTP, ddGCP a ddTTP), které nemaji na 3 ‘uhliku OH
skupinu. Jestlize jsou zarazeny do prodluzujiciho se fetézce syntetizované DNA, syntéza nemuze
dale pokracovat a je ukoncena. Pokud pouzijeme ve ctyfech oddélenych reakcich pokazdé jiny
dideoxyribonukletid jako terminator (v jedné smési ddATP, v dalsi ddCTP atd.) budou vytvoteny
Ctyfi soubory fragmentud, 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) priblizné
1:100, takZe pravdépodobnost ukonéeni fetézce je 1/100. Vznikne tak soubor fragmenta
konéicich 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 Ctyfi soubory fragmentu. Postupnym ¢tenim pruht na gelu, kde pozice pruhu urcéuje
pozici v fetézci a to zjaké sady fragment pochazi, udava druh bdze na tomto misté, zjistime

poradi bazi ve studované sekvenci. (viz Obr. 6) [1] [2]

A G G T

Obr. 6 Sekvenovani DNA metodou koncovych terminatorta — sekvence TCACGGCTTAGCA [2]

V soucasnosti jsou sekvenace DNA zpravidla provadény na automatickych sekvenacnich
pfistrojich,  které  vyuzivaji metodu zminénou vySe, jen lehce modifikovanou.
Dideoxyribonukleotidy jsou znaceny fluorescencnim barvivem diky cemuZ je moznd separace
vSech produktid vjedné draze gelu ¢i kapilafe, druh baze je urCovan na zakladé barevného
znacCeni. 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 [§]

Znacna automatizace, zrychleni a v neposledni fadé 1 zlevnéni sekvenace zapricinily obrovsky
narust mnozstvi sekvenovanych dat. V dnesni dobé se jich denné hromadi velké mnozZstvi na

verejnych internetovych strankach, kde jsou pristupné komukoli, kdo je chce pouzit.

1.2.2. Projekt lidského genomu
Projekt lidského genomu byl zahdjen v roce 1990 s cilem sekvenovat cely lidsky genom — asi tfi
miliardy nukleotidovych para — do roku 2005. Pod vedenim Francise Collinse spolupracovalo na
mezinarodnim projektu osm vyzkumnych tymu 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 vytvorili 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 zaloZzena na rozloZeni celého genomu na mensi
¢asti, skenovani pouze koncu téchto fragmenta a nakonec uziti supervykonného pocitace pro
sestaveni kompletni sekvence, tak Ze najdou prekryvajici se casti jednotlivych fragmentu.
Vypocet, ktery provedl 500 milionu bilionu porovnani dvojic bazi, vyzadoval 64 gigabyta sdilené
pameéti superpocitace spolec¢nosti Celera Genomics a zabral vice nez 20 000 hodin procesoru.

Védct veéti, ze slo o dosud vubec nejvétsi "biologicky" vypocet v historii lidstva. [1] [9]

Trocha konkurence a technologicky pokrok projekt urychlily. 15. Gnora 2001 (tedy o ctyfi
koky dfive nez bylo v planu) publikovalo The International Human Genome Sequencing
Consortium podporované z vetejnych prostredkt svou prvni verzi sekvence lidského genomu
v Casopise Nature. Den na to 16. unora 2001, soukromé financovana skupina Celera Genomics

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

proti pfedpokladanym 50-100 tisici). [1]

Projekt lidského genomu byl jedineény nejen vysokou urovni mezinirodni 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 patti, jaky pfistup budou mit ke genetickym informacim pojist’ovny,
zameéstnavatelé, soudy, skoly 1 jiné instituce a jakym zpusobem bude tento pfistup vyuzivan.
Dalsim dulezitym tématem je otazka duvérnosti a ochrany genetickych informaci. Kdo ji zajisti?
Neopominutelny je také psychologicky dopad nové ptistupnych informaci na jednotlivce 1 celou
spolecnost. 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
Krome lidského genomu byly sekvenovany také genomy mnohych dalsich organismu. Jako prvni
eukaryoticky organismus byly sekvenovany pekatské kvasinky Saccharomyces cerevisiae v roce
1996, nasledovaly je dalsi 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 savcu, napt. psa, potkana a také mysi a

simpanze. [1]

Mys (mus musculus) je nejbéznéjsim modelovym organismem pro biologii savcu, lidské
nemoci a evoluct 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 dédi¢nych chorob. Jako prvni je pro tento ucel pouzil Oliver Smithies. Takovymto
modelem byla mys$ nesouci stejnou mutact, jaka u clovéka vyvolava cystickou fibrézu. V dnesni

dobé presahl pocet mysich modelu lidskych dédi¢nych chorob pét stovek. [11] [12]

1.2.4. Projekt genomu Simpanze
Pan troglogites neboli simpanz je spolu s dalsimi lidoopy nejblizsi pfibuzny cloveka, proto je
dulezitym modelem pro studium biologie, nemoci a evoluce. Vyzkum simpanze poskytl novy
vhled do poznani néekterych nemoci, napt. AIDS, cukrovky ¢i zloutenky. Rozdily mezi Simpanzim
a lidskym genomem mohou definovat geneticky zaklad vlastnosti, které odlisuji ¢lovéka od

ostatnich primata. [13]

V zari roku 2005 byl v casopise Nature publikovan clanek o hrubém precteni genomu
simpanze. Na tomto ukolu pracovalo 67 védca z celkem 23 ustavi sdruZzenych v Chimpanzee
Sequencing and Analysis Consortium. Vysledky prace potvrzuji jen minimalni rozdily mezi timto
lidoopem a clovékem. V genech (Casti genomu obsahujici exony) ¢ini rozdil pouhého 1,2%.
Rozdil naroste na 4%, pokud vezmeme v uvahu i introny. Zajimavosti je, ze nejvice odliSnosti

mezi obéma tvory se objevuje na samcim chromozomu Y, nejméné jich védci nasli na samicim
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chromozomu X. Ackoli se rozdil mezi genomy zd4 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 clovéka. Prvni pocita s tim, Ze se mutacemi
zmeénily geny a s nimi i bilkoviny, které umoznili ¢lovéku evolucni uspéch, pripadné Ze clovéku
pomohla na evoluéni vysluni ztrata nékterych genua, které branily v evoluci nasim zvifecim
predkum. Jind teorie tvrdi, Ze se geny prilis nezménily, ale zato prosla vyznamnou proménou
jejich regulace. Redeno nadnesené, lidsky genom pak podle této teorie hraje se stejnym
ansamblem genu jinou pisnicku nez simpanzi. Pravé tato teorie by podle vétsiny odbornika

mohla vysvétlovat velkou ¢ast genetickych pricin vzestupu ¢loveka. [14]

1.3. Verejné genové databaze

Zaklady bioinformatiky byly polozeny v 80. letech minulého stoleti, kdy bylo védecké usili
vanimano jako zalezitost predevsim vefejna (a také bylo zpravidla financovano z vefejnych
rozpoctu ¢i alespon z neziskovych zdroju) a méritkem kvality vyzkumu byly publikace, nikoliv
patenty. Zfejmé z toho duvodu je vubec mozné, Ze se volné sdileni sekvencnich dat stalo
standardni praxi, od niz uz (snad) nelze upustit. Vyznamné casopisy dnes po autorech

publikujicich sekvencni data vyzaduiji, aby je zpfistupnili odborné vefejnosti. [15]

V pfipadé zvefejnovani sekvenci DNA je standardem trojice primarnich databdzi
mezinarodniho konsorcia (Internacional Nucleotide Sequnce Database Collaboration). Jedna se o
americkou databazt 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, jelikoZz si denné
vymenuji veskeré zmeény v datech. V primarnich databazich bylo v dubnu 2011 uloZeno zhruba
191,4x10” par bazi v 135x10° sekvencich pochazejicich z vice neZ 380 000 organizmu. Vzhledem
k tomu, ze produkce sekvecnich dat neustile narustd, je udrzba primarnich databazi dctyhodnym
Gkolem. [1] [15]

( o020
> EMBL
NCBI h

i (£DDBJ

DNA Data Bank of Japan

Obr. 8 Loga nejvetsich verejnych genovych databazi

Aby databaze plnily svou funkci, musi byt mozné data v nich uloZené aktivné tridit a
vyhledavat v nich informace podle predem zvolenych kritérii. K vyhledavani a stahovani zaznamu
z databazi slouzi webové uZivatelské rozhrani. Umoznuje vyhledavat zaznamy na zakladé

pfistupovych kodu, klicovych slov v nazvech a anotacich, jmen autort a literarnich citaci. Je
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mozné také putovat mezi zaznamy, ptipadné mezi databdzemi, pomoci kfizovych odkazu. Daile
jsou také k dispozici pokrocilejsi nastroje, napt. 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,

puvodné jako algoritmus pro vyhledavani podobnosti v proteinovych sekvencich. [15] [16]

Sekvence se formatu FASTA, téZz nazyvaném Pearsonuv format, je bézny textovy soubor.
Zacina jednoradkovym popisem a nasleduji radky sekvencénich dat. Popisny radek 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
kod sekvence v databazi, nazev sekvence, umisténi a lokus genu. Ukazky moznych formata
hlavicky jsou vidét v Tab. 1. [15] [10]

Tab. 1 Priklad hlavicky formatu FASTA

Nazev databaze Hlavicka

GenBank g1 | gi-number | gb | accession |locus
EMBL Data Library g1 i o1 | gt-number |emb | accession |locus
DDBJ, DNA Database of Japan g1 | gi-number | dbj | accession |locus
GenBank o1 | gt-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
nukleotida dle IUB / 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 (silna interakce)
G —  guanm W — AT (slabd interakce)
T —  tymin B - GTC
U —  uraal D - GAT
R — G A (purin) H - ACT
Y —  TC (pyrimidin) v —  GCA
K —  GT (keto skupina) N —  AGCT (kterékoliv)

Ukazka casti zapisu sekvence ve formatu FASTA:

>gi]291061370:¢c6360199-6181755 Pan troglodytes chromosome 6 - 2.1.4

AAGGGCGCACCTGCCGGGATAACAGGCCAGATGAAGTAAATAGAAAATCATCTGAGCTCCCCTACTGGCT
CCAGCTGTGGAGAAGGGGGAGGAGAAAACCCTGTGGGACAGGGGAGGAGGGTGAGGGCTCCTCTTAGGAA
GTTATTTAAGAGCCAACTGTCTTGTCTTTCCCGAGTCCGTTTGAGGAAGTCCCCGAGGCGCACAGAGCAA
GCCCACGCGAGGGCACCTCTGGAGGGGTGCGCCTGCAGGTAAGCCACCGCCCCTCCACCCTATGAGCCAG
GGCCCGCTGCGTCCACCTTCTGCACCTCGGTTTCCTGGTTGAACCAGCAAGCGGCTTGCTCTGGGCCCTG
TGGCGCCGGTCACAGGCAGCTCCACTTGCCCAATCCTGGCTTCCCGCCCCCAACTCCGCACCTGCCCAGC
TTATGGAGCTGAAACACAAAAGGTGGAGGGAGT GGGGCCAAGTGAGAACGCAGGAGGGGGCTGGAACCCC
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 nejdtive prevést ze symbolického
zapisu do numerického. Metody, jakymi je sekvence DNA prevedena z pismen do ciselné
abecedy, jsou ruzné. Nejjednodussim feSenim, které se nabizi je pismena A, C, G, T nahradit
realnymi Cisly 1, 2, 3, 4. Toto feSeni vsak neni nejvhodnéjsi, pro zavadéjici ¢iselné hodnoty
jednotlivych bazi, které nejsou nijak biologicky podlozené. Pro jednoduché operace se vsak da
tato metoda pouzit. Jiny pomérné jednoduchy zpusob spociva v nahrazeni pismen komplexnimi
cisly, kdy A=1+j, C=-1+, T=1-j, G=-14j. Vyhodou této metody je, Ze komplexni ¢isla v sobé
mohou skryvat informaci o pozict 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 vytvori Ctyfi vektory osahujici nuly a jednicky. Kazdy fetézec odpovida
jednomu pismenu (bazi), pficemz jednicka v daném fetézci odpovida pritomnosti odpovidajiciho
pismene (baze) na dané pozici a nula znamena, Ze se dané pismeno (baze) na této pozici v fetézci
nevyskytuje. Takto vzniklym fetézcim se fika indikacni vektory a zpravidla se znaci uA/n/, uC/nj,
uG[nl, a uT[n]. Tuto reprezentaci jsem st vybrala pro mé zpracovani, proto pro nazornost uvadim
ptiklad vypoctu indikacnich vektoru k sekvenci ACTCTTAGGC: [18] [19]

#A4=1000001000
#C=0101000001
#G=0000000110
#I'=0010110000

Pro binarni reprezentaci se ¢tyfmi vektory se pouziva oznaceni 4D. Existuji vSak 1 3D binarni
reprezentace, kdy je sekvence interpretovana pouze tfemi vektory aniz by dochazelo ke ztraté
informace. 3D reprezentace se vyuzivaji pro grafické znazornéni v RGB spektru. Ja ve své praci

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

denzitni vektory podle nasledujiciho vzorce: [20]

n+m
2‘ 2 w uUx [i]
i=n——>-

dy[n] = W

pron =1..N, (1)

kde NN je délka sekvence, W je velikost okna, X je typ nukleotidu. Velikost posuvného okna W
musi byt liché cislo, protoze 7 je pozice centralniho prvku okna. Posuvné okno se pohybuje po
celé délce indikacniho vektoru a na pozici # vrati prumér hodnot obsaznych v okné. Pro eliminaci
vlivu zacitku a konce indikacnich vektoru se na jejich zacatek a konec pfidava W/2 nul (podil
zaokrouhlujeme vzdy dolu). Timto zpusobem ziskame sadu ctyf denzitnich vektoru. Pro
nazornost uvadim pifiklad vypocCtu denzitnich vektord pro sekvenci uvedenou vyse
(v kapitole 2.1), hodnotu okna zvolime W=5, délka sekvence N=10. V prvé radé doplnime
indikacni vektory o W/2 nul, na zacatku 1 konci tak pridame dvé nuly: [20]

#A4=00100000100000
#C=00010100000100
#(G=00000000011000
#1=00001011000000

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

prvnich pét hodnot rozsifeného vektoru #4 a podélime je délkou okna:
d,[1]=(0+0+1+0+0)/5=1/5

Nasledné se okno posune o jeden prvek doprava a muzeme tak spocist hodnotu denzitniho

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

Obdobné postupujeme 1 dale a ziskame sadu Ctyf denzitnich vektoru:

4=355555535500
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Délku okna je potreba zvolit dle délky sekvence a pozadované rozliSovaci schopnosti. Jako
minimalni smysluplnd 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
vektoru. Dalsi moznosti je vizualizace sumaci vektoru nukleotidt, které maji néjakou spole¢nou
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 pravé
vmém piipadé, kdy muazu zobrazit obsahy A a G, proti obsahu C a T. Potfebné vektory
dostaneme jednoduse souctem odpovidajicich hodnot denzitnich vektrora A a G a poté C a T.

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

111 123332
475550555555
234 432211
der=zzzlzzzozs
-~ 555 555555

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

Casti byla veétsi denzita bazi A a G.

Nukleotidova denzita [-]

1
A-G
—CT
0.8 |
0.6 i
0.41
0.2
0 | | | | | | |
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Délka sekvence [bp]
Obr. 9 Gratické znazornéni sumy denzitnich vektoru sekvence ACTCTTAGGC, W=5

Nas piiklad byl samozfejmé velmi jednoduchy a predevsim sekvence byla prilis kratka.
Obvykle se zpracovavaji sekvence mnohem delsi — stovky az tisice paru bazi. Délce sekvence je
pak uzpusobena 1 velikost okna. Na Obr. 10 je vidét priklad zpracovani denzitnich vektora pro

mitochondrialni gen COX1 dravce Acapiter gentilis.
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Nucleotide density [-]

—AG
—cT

0.5 *

i
o

I 1 1 I I I —AC
—GT

| | | | |
0 100 200 300 400 500 600 700
Length of sequence [bp]
Obr. 10 Sumy denzitnich vektort mitochondrialniho genu COX1 dravce Acapiter gentilis dle
biochemickych vlastnosti nukleotidu, W = 25. [20]

Tvorba denzitnich vektoru je jednoducha a efektivni metoda numerického zpracovani,
umoznujici zobrazit prumeérné zastoupeni jednotlivych nukleotidd v sekvenci. Zadné dvé rozdilné
sekvence nemaji stejné nukleotidové denzity. Avsak pfi zpétné rekonstrukct symbolické sekvence
v nekterych pfipadech neni mozné urcit presnou polohu nukleotidu, predevsim na zacatku a
konci sekvence — ztracime informaci o pfesné pozici nékterych nukleotidu. Zpétna rekonstrukce

proto nenf jednoznacna. [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]

Maéteni sekvence DMNA z fasta Vytvofeni nulovych vektord uA, uC,
souboru (seq) a zjisténi jeji délky (M) uG auT o délce M

znak na ;;S::u.:ﬂ-l;l?':l sekvenci uA i) =1
uc (i)=1
uG (i) =1
uT (i)=1

User Input Ma zatdtek a konec vektord uA, uC. uG a
Zvolte velikost okna W uT pfidej W2 nul

dA (i) = sum( uA (i} aZ uA (i+W) ) W

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

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

dT (i) = sum{ uT (i) aZ uT (i+WV) ) AW
]

Obr. 11 Vyvojovy diagram vypoctu denzitnich vektoru ze sekvence DNA
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Na Obr. 11 Vyvojovy diagram vypoctu denzitnich vektoru ze sekvence DNA je vidét
vyvojovy diagram znazornujici algoritmus vypoctu denzitnich vektoru ze symbolické sekvence

DNA. Na Obr. 12 je vidét dalsi postup pfi zpracovani denzitnich vektort 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 znadici jiZ vyznamnou
denzitu nukleotidd

AG=[AGI] |+

CT=[CTi] H

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

2.3. Pseudokdd

Pseudokod (pseudo-code) je jazyk pro popis algoritmu nezavisly na programovacim jazyce. Je

urCen pro cloveéka nikoli pro poditac. Zakladni fidici konstrukce vychazi z konstrukce

programovacich jazyka. Zapis vSak byva kratsi a jednodussi, z davodu, Ze se pracuje na vyssi

abstraktni urovni. Nemusi se dodrzovat pfesna syntaxe (sttedniky, zavorky a podobneé).

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

vystupy. [22]

Tab. 3 Ukazka algoritmu arrayMax(A,n) v pseudokodu 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;
¥
I

Algoritmus arrayMax
Vv programovacim jazyce Java

25



Pseudokod algoritmu pro vyhledavani oblasti s vysokym obsahem A a G v sekvenct 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.
2
3
4
5.
6
7
8
9

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.

N «— délka zadané sekvence

uA « nulovy vektor o délce N % tvorba nulovych vektoru pro kazdou bazi
uC <« nulovy vektor o délce N

uG « nulovy vektor o délce N

uT < nulovy vektor o délce N

for i< 1toNdo % oznaceni mista vyskytu dané baze prepsanim 0 na 1
if seq(l) == A
uA(l) « 1
elseif seq(i) == C
uC(i) «— 1
elseif seq(l) == G
uG(1) « 1
else
uT(l) « 1

uA « pridani W/2 nul na zacatek i konec vektoru uA
uC « pfidani W/2 nul na zacatek i konec vektoru uC
uG « pridani W/2 nul na zacatek i konec vektoru uG
uT « pridani W/2 nul na zacatek i konec vektoru uT
for 1< 1toNdo % prochazeni vektoru oknem W a prumérovani hodnot
dA(®) <= sum(uA®) az uA(I+W) ) /W
dC(1) « sum(uC(1) az uC(i+W)) /W
dG(i) «— sum(uG(i) az uG(i+W) ) /W
dT(i) « sum(uT(i) az uT(+W)) /W
dAG «dA +dG

N

dCT « dC + dT

AG « prazdny vektor % inicializace proménné AG

CT <« prazdny vektor % inicializace proménné CT

for 1< 1toNdo % hledani a zapsani pozic s hodnotou dAG vétsi nez prah

if dAG() 2 prah
AG «— [AG1] % pripsani pozice do AG
elseif dCT(i) = prah
CT«[CTi] % pripsani pozice do CT
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 vektorua (viz kapitola 2.1.1).
Vstupem je sekvence ve formatu FASTA, stazend 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 knthoven pouzivanych pro velikou skalu lidskych cinnosti.
Mimo jiné obsahuje také bioinformaticky toolbox, obsahujici funkce pro praci s biomedicinskymi
daty. Velkou vyhodou je také moznost vytvofit gratické uZivatelské prostfedi - GUIDE, které
zjednodusuje pouziti aplikace uzivatelem, ktery tak vibec nemusi pfijit do kontaktu se samotnym
kodem programu. Veskeré funkce byly vytvoreny pomoci programovaciho prostredi MATLAB

verze R2010a (s knthovnou Bioinformatic Toolbox).

3.1. Rozbor programu

Zakladem programu je funkce tvorici uzivatelské prostredi (jeho popis je uveden v kapitole 3.1.3)
jejiz pomoci uzivatel cely program ovlada. V prvé fadé obsahuje ¢ast pro nacteni sekvence, dale
uzivatel zadava dalsi parametry potfebné k analyze a pomoci uzivatelského prostredi vold funkce
tvorici 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 samotnd sekvence ve formatu fetézce znaku. Poslednim vstupem funkce pro
vypocet denzitnich vektoru je velikost okna W urcujici také do jisté miry rozliSovaci schopnost

algoritmu.

V prvni ¢asti funkce denzitni_vektory.m je potieba ze sekvence vytvorfit indikacni vektory (viz.
kapitola 2.1). Protoze vsak sekvence muze obsahovat 1 jiné znaky nez jen A, G, C a T znadcic
zakladni aminokyseliny DNA (viz kapitola 1.4), je potfeba 1 témto znakum pfiradit odpovidajici
pravdépodobnosti vyskytu jednotlivych bazi na dané pozici. Napiiklad znak R znaci vyskyt
purinu, tj. adeninu nebo guaninu, proto na danou pozici pfifadime do indikac¢niho vektoru
adeninu 1 guaninu hodnotu 0,5 — coz odpovida 50% pravdépodobnosti vyskytu kazdé z téchto
bazi. MATLAB disponuje funkci tzv. podminkového indexovani, diky ¢emuz se muZeme
vyhnout dlouhému cyklu s mnoha vnitfnimi podminkami. NiZze je zobrazena Cast programu

tvorici indikaéni vektor pro adenin.
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17 gvytvoreni indikacnich wvektoru

18 L=length (sekvence);

19 uA = zeros(1l, L);

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

V dalsi ¢asti programu probihd samotny vypocet denzitnich vektoru 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
L 5 e L B e S S B T

0.5/

0.5

0.5

Nukleotidova denzita [-]
[=]

0.5

I | | | | | L I | | 1
200 400 600 800 1000 1200
Pozice okna W [-]

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 cislo a to z toho duvodu, ze béhem vypoctu
pfifazujeme pramérnou hodnotu denzity na pozici lezici uprostred okna. Funkce proto obsahuje
podminku, a pokud uzivatel zada jako velikost okna W sudé cislo, vypise chybu. Zda je ¢islo
sudé, testuji pomoci funkce mod, kterd vraci zbytek po déleni — je-li tedy zbytek po déleni dvéma

roven 0, béh skriptu se zastavi a vypise se chybova hlaska.



3.1.2. Funkce urceni_pozic.m
Druhou funkci programu je wrceni 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 vektoru a algoritmu pro urceni
pozic vsekvenci sobsahem AG vy$sim nez prah). Ackoliv se tato prace zabyva pouze
vyhledavanim adeninu a guaninu, funkce je napsana tak, ze je mozné si vybrat libovolnou dvojici
nukleotidu. Na vstupu funkce je proto nutné zadat pomérné velké mnozstvi parametra. V prvé
radé vypoctené denzitni vektory bazi, jejichz denzita nas zajima, ddle je pro popis grafu na
vystupu funkce potfeba zadat druh bazi, jejichz denzitni vektory zadavame a hlavicku
zpracovavané sekvence. Ddle je samozfejmé 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

pti vypoctu denzitnich vektoru.

Takové velké mnozZstvi vstupnich parametri by bylo pro uZivatele velice nepfehledné, v
tomto piipadé vSak nevadi, nebot’ funkce neni urcena k pfimému pouziti, ale pracuje jako externi

funkce uzivatelského prostredi, pomoci kterého jsou vsechny parametry ziskany.

Cela funkce je rozdélena na dvé casti, pokud je zadana velikost prahu, vypocte pozice
vsekvenct a vykresli sumu denzitnich vektora 1 prah (viz Obr. 14 Vystup tunkce
urceni_pozic.m, gen IRS1 — Homo sapiens, velikost okna W = 21, prah = 0.9). Pokud vsak
velikost prahu zadana 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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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, kterd je aktivni v pfipadé, Ze je zadana i velikost prahu.
V prvé fadé je vypocten denzitni vektor odpovidajici obsahu pozadovaného paru bazi, ten
vznikne prostou sumaci denzitnich vektoru zvolenych bazi (viz kapitola 2.1.1). Nasledné takto
vypocteny vektor pomoci for-cyklu prochdzim a porovnavam s velikosti prahu, pokud ji jeho
hodnota pfesdhne, zapisi st do pomocné proménné pozici této hodnoty ve vektoru — pfiblizné
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 tseku stejné dlouhém,
jako je polovina velikosti okna W pouzita pii vypoctu denzitnich vektoru. Pokud tato podminka
neni splnéna, jsou nalezené pozice ignorovany. Naopak pokud splnéna je, je k tuseku jesté pfidano
na kazdou stranu pul velikosti okna, ¢imZz se snazim kompenzovat zkresleni, vzniklé
prumeérovanim hodnot v okné pfi vypoctu denzitnich vektoru. Teprve takto zpracované pozice

jsou vystupem funkce.

Jelikoz potrebuji dva ruzné 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 koncu useku, uloZzené
v numerickém formatu (ve funkci se nazyva B).

Nakonec nasleduje jiz jen prosté vykresleni sumacniho denzitniho vektoru a prahu pomoci
funkce plot. Funkce také obsahuje jednoduchou podminku, ktera hlidd uzivatele pfi pouziti.
Velikost prahu je nutno zvolit z intervalu <0;1>, jelikoZ 1 hodnoty denzity za zadnych okolnosti
nebudou nabyvat jinych hodnot. Toto je hlidano obdobnou podminkou, jako je u funkce

denzitni_vektory.m hlidana licha velikost okna W.
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3.1.3. Popis uZivatelského prostredi GUI
Paterni casti programu pro vyhledavani oblasti s vysokou denzitou je grafické uzivatelské
prostfedi, které vyuziva vyse popsané naprogramované funkce. UzZivatelské 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 funkcnich oddila — panela (viz Obr. 15).

—Vyhledavani oblasti s vysokou denzitou

— Impart zekvenc — Wypodet denzitnich vektorl —— Wysledky
Vepiste sekvenci Welikost posuvného okna Pozice v sekvenci s vysokou denzitou
21 2254 - 2287 -
Nahrat sekvenci ze souboru Mahrat sekvenci 4108 - 4147
| i 4500 - 4533
Hiavitka nahrané sekvence [ Vypocti jednotlive denzitni vektory ] 11832 - 11670
ol 263191 77 3lredlNG_015530.1| Homo sapiens insulin receptor substrate 1 (IRS1), RefSeqGene 17884 - 17913
on chromosame 2 52488 - 52519
— Sumy denzitnich vektorl—————————— | |gg0e5 57011
Witbér poZadovanych bazi 65585 - 56714
a & _ ~ _ ~ 72540 - 72671
Mahrana sekvence Delka sekvence 74474 bp @ A ®c @G eT
1 TTTITTARATRARACAGATGARLGATTITAATTACATCGAGRARLCARLGTT I -~ T —
51 TTTAAGGGRAGAGGCACCTTTCAGATTCCCARATTGCACTGTCTGTAACT — [ dypodtisinanidensinkyekiop,

101 GATARTGITTATGTCAGARGGCAGTTGGTIGITATGTGATCTCATTIGCC
151 CIGIGCCTATTTTITTICCACARMAGAGATCATAGTGCTCTIGCARTTGTIGIT
201 CATCTGCCATTTTCGATGTAAGTITCCTGIGGGCAGCATGTCTTTGATAT
251 CTARRATCCTCAGTGTICCRAGCCTAGTGCCTRARCACRAGTAGETGTTCCARE
301 ARACTTGAGTGGGARRAARTARTTGCCATITATCTGAGITATAGCCCATT 0.9
351 TCARGTITCARGCTTARGGCTCCTCTICITCIGTARARRTTAAGTAGTTATT
401 TCATCCATCATGRAAGTARATACCACTITGITATTTGACATCTCICICTICT
451 CTCTCTCACARCACACACACACACACACACACATTTTAGICATCAACTATT
501 GITATTITTGTACTCTICTIATIACCCCATCARAGCTGTAAGRAGCTGICTT

— Prahovani
Prahova velikost denzity

[ Zobrazeni pozic vyEiich neZ prah ]

551 TTTATCTATTTCATATTGCCTTGCAGAGTAAGCATTCARATGCTTATTAC [ = ]
601 TATTGAGCCATCTTAAAATAARAACAGATCTTAAAGTGAGAARATCCACA Otevfit SequenceTool
651 TTCRATTGTCCTICAAGCACTGTTCTARATTGCCARRATTARTTCTRAGA
701 GACGCCAGTATTTARATAGCTCCTCCAGTTATGACCCATACATCTTAAGG
751 ARAACATATGTTITTGATACARAAAGTGTTTTATAATTITIGARATGTTTAG [ Export do .xls ]
801 TTTTACATCCACCCAACTCAAGCACTITACAGATATATGTAATAATCTAT
851 AAATTTTGCATTATTTTCCTGATAGTATCATACATAAACCAATAACTCAR
901 TTTTAAAGCTAGITGTAGACCTATTGCCCCAAAGTGCGTCCATAGCATGT ~ [ Zaviit viechna okna |
Stavovy Fadek [ wydistit | Z

Obr. 15 UzZivatelské prostredi GUIDE

Prvni oddil obsahuje ¢ast pro nacteni sekvence. UzZivatel si muze vybrat ze dvou variant, bud
muze vepsat/vlozit sekvenci do urceného okna umisténého zcela nahote vlevo, a nacist ji pomoci
tlacitka nahrat sekvenci. Nebo ji muze 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 prehledné zobrazi v okné s nazvem Nahrana sekvence, dile se
zobrazi jeji hlavicka (v pfipadé nahravani sekvence ze souboru) a také jeji délka v bp. Tato cast
GUI je Iépe viditelna na Obr. 16.

Dale uzivatel pristoupi k vypoctu denzitnich vektort, k cemuz slouzi dalsi panel se stejnym
nazvem. Zde st 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 vektoru, jak je popsano vyse v kapitole 3.1.1.

Nasleduje panel s nazvem sumy denzitnich vektora. 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 dveé

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

—Vyhledavani oblasti s vysokou denzitou

— Import sekvence

Vepigte sekvenci

Mahrat sekvenci ze souboru [ Mahrat sekvenci

Hiavitka nahrané sekvence
il 2631 91 77 3ref|MG _015830.1| Homo sapiens insulin receptor substrate 1 (IRS1), RefSeqGens
on chromosome 2

Mahrana sekvence Délka zekvence 74474 bp

1 TTTTTARATAARACAGATGARAGATTTTRAATTACATGAGARARCALAGTT 9

51 TITARGGGARAGRGGCACCTTICAGATICCCARATIGCACTGTICTIGTARACT —
101 GATRATGITIAIGICAGAAGGCAGTTGGITGTTATGIGATCTCATTIGCC
151 CIGIGCCIAITITITCCACRARAGAGATCATAGTGCICTIGCRATIGIGIT
201 CATCTIGCCAITITCGATGTAAGITICCTGIGGGCAGCATGICITIGATAT
251 CTARATCCTCAGTGICCAGCCTAGTGCCTAACRACRAGTAGGTGTTCCARA
301 ARACTTGAGTGGGRARLALATALTTGCCATTITATCTIGAGTTATAGCCCATT
351 TCARGTTCRAGCTTARAGGCTCCICTICITCIGTAARRMLATTRAAGTAGITATT
401 TCAICCATICATGRARGTARARTACCACTITGITATITIGACATCICICICICT
451 CICICICACACACACACACRCACACRCARCACATTITAGICATCRACTIAIT
501 GITRATTITIGIACICICITATTACCCCATCARAGCTIGIAAGARAGCTGICIT
551 TITRATICIATITCATATTIGCCTTIGCAGAGTIARGCATTICAARTGCTTIATTAC
601 TATIGAGCCATCTTARARATAARALCAGATCTTARAGTGAGRARALTCCACE
651 TICRATTGTCCITCRAGCACTGITCTARATTGCCRARATTALTTCTAAGE
701 GRCGCCAGTATTTARATAGCTCCTCCAGITATGACCCATACATCTTAAGG
751 AR RCATATGTITTGATACARRAAGTGTITTATARTTTTGAARATGTITAG
201 TITIACATICCACCCRACTCRAGCACTITACAGATATATGTARTARTCTAT
851 ARATTTIGCATIATIITCCIGATAGTATCATACATARACCARTRAACTCRA
901 TITIARAGCIAGITGIAGACCTATIGCCCCARAGIGCGICCATAGCATIGT -

Stavovy fadek

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

Poslednim funkcénim oddilem je panel s nazvem prahovani. Zde uzivatel zvoli velikost prahu,
ktera znaci vyznamnou velikost denzity zvoleného paru bazi. Fukce urceni_pozic.m pak vykresli
do gratu 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 1épe viditelny na Obr. 17.

UZivatelské prostredi dale obsahuje nékolik tlacitek slouzicich uZivateli pro usnadnéni prace
s programem. V prvé rade je to tlacitko s popisem Oteviit SequenceTool, po jeho stisknuti se
spusti funkce sequencetool.m z biomedicinského toolboxu MATLABU. Zobrazi okno pro
pract se sekvenci, umoznujici zobrazit translaci 1 transkripci a obsahuje 1 dalsi nastroje pro praci se
sekvenci, naptiklad cita¢ nukleotida. Dalsim tlacitkem v fadé je Export do xls, po jeho stisku se
otevre dialogové okno, sjehoz pomoci uloZime soubor ve formatu xls, do néjz se zapisi
vyhledané pozice do dvou sloupct, do prvniho se vepisi pozice pocatku tseku a do druhého

pozice koncu nalezenych useku.

32



— Wypodet denzitnich vektord
Welikost posuvného okna

21

Wypocti jednotliive denzitni vektory ]

- — Wysledky

— Sumy denzitnich vektord
Wybér poZadovanych bazl

@ A @c @6 &

Vypoéti sumaéni denzitni vektory

Prahovani

Prahowva welikozt denzity

0.9

[ Zobrazeni pozic vyEiich nez prah ]

[ Otevrit SequenceTool ]

[ Export do xls ]

[ Zavrit viechna okna ]

[ Vy&istit ]

Pozice v sekvenci s wysokou denzitou

4109 - 4147

4500 - 4533

11632 - 11670
17884 - 17913
52488 - 52519
58582 - 57011
66635 - 66714
72640 - 72671

Obr. 17 GUI - vypocet denzitnich vektoru a prahovani (sekvence IRS1 -Homo sapiens)

Nasleduji posledni dvé tlacitka, jedno pro zavieni vSech oken s grafy a dalsi slouzi k

vymazani viech dosud nahranych dat. Uplné dole vlevo je pak jeité 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 predepsany postup. Vzhled vyse popisované ¢asti GUI je 1épe

viditelny na Obr. 16 a Obr. 17.
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4. ANALYZA GENU

Poslednim ukolem této prace je provést analyzu ¢asti lidského, simpanziho a mystho genomu na
vyskyt adenin-guanin bohatych useka za pomoci vytvoreného programu. K tomuto tcelu jsem st
vybrala pét raznych genu z databiaze NCBI. Zamérné jsem zvolila geny obsahujici introny 1
exony, aby bylo mozné porovnavat Cetnost tseku tvofenych adeninem a guaninem v kodujicich 1
nekodujicich oblastech sekvenci. Pro vétsi vypovidajici hodnotu analyzy jsem se nazila vybrat

geny ovérené, nikoli pouze predikované.

V prvé fadé vzdy u kazdého ze zvolenych genu uvadim vysledky zarovnavani sekvenci, které
slouzi jako vychozi stanovisko pro dalsi analyzu gena. Pro lokdlni zarovnani jsem u vsech
sekvenci pouzila Smith-Watermanuv algoritmus, nejlepsi vysledky jsem dostala pii pouzit
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 pfi 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 pfiloZeny jako

xps soubory v elektronické dokumentact.

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

dokumentaci v souboru s nazvem analyza.pdf.

Poté jsem vyjadfila procentualni zastoupeni useku bohatych na A a G v celé sekvenct a
zvlast” v kodujicich a nekodujicich oblastech (vychazela jsem z pozic CDS uvedenych na
strankach NCBI). Snazila jsem se tak zjistit jejich funkct v genetickém kodu. Dle predpokladu (viz
kapitola 1.1.5) by mél byt obsah A a G vyssi v kodujici ¢asti sekvence. Na vysledky ma velky vliv
podminka, jak dlouhé useky 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 usek musi byt delsi nez polovina pouzitého okna a v tfeti musi mit
nalezena oblast minimalné délku okna pouzitého pro vypocet denzitnich vektoru. Ve vsech
ptipadech kazdy nalezeny usek prodlouzim na kazdou stranu o W/2, ¢imz se snazim eliminovat
zkresleni vzniklé pfi vypoctu denzitnich vektoru. Pro kazdou kombinaci velikosti okna a prahu je
v tabulkach uveden nejdfive procentualni obsah A-G bohatych oblasti v celé sekvenci, nasledné
v kodujict a pak v nekddujici ¢asti sekvence. Pro srovnani jsem obdobnou analyzu provedla i u

nahodné vygenerované sekvence.

4.1. Analyza vybranych genu

4.1.1. Gen ALB1

Gen kéduje protein albumin, coz je jeden z proteinu krevni plazmy. Tvori az 60 % vsech

plazmatickych bilkovin. Kromé krve se vyskytuje také v dalsich télnich tekutinach - jako je

34



tkanovy a mozkomisni mok. Je dulezity pro transport ruznych latek, predevsim steroidd,
mastnych kyselin a hormonu stitné Zzlazy. Pomaha také udrzet stalé vnitfni prostredi

v organismu. [23]

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

ale neni ovéfena a potvrzena.

Pri lokdlnim zarovnani byly sekvence clovéka a simpanze shodné z 98 %, vice se lisily
prakticky jen v intervalu cca od 1500bp do 1650bp. Pii lokalnim zarovnani sekvence clovéka a

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

Pri globdlnim zarovnani byly sekvence clovéka a Simpanze podobné také z 98 %,
problematicky byl opét predevsim usek cca od 1500bp do 1650bp, kde se nachazely velké
odlisnosti, jinak byly sekvence prakticky shodné. Globalni zarovnani pro sekvenci cloveéka a mysi
vyslo obdobneé, 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
(¢ervene podbarveno pokud je obsah A-G bohatych oblasti vétsi v CDS nez mimo CDYS)

Gen ALB1 - 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 12,39/19,67/11,52 | 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 ALBI1 - 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 ALBI1 - 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 15,41/14,56/15,52 | 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 procentualniho obsahu A-G bohaty useka bez ohledu na jejich délku
v sekvenct genu ALB1 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 nizstho
prahu a kratsiho okna vychazi predpoklad vyssiho obsahu A-G bohatych oblasti v kodujici ¢asti
sekvence. Pro vyssi prahy zvlasté v kombinaci s dlouhym oknem je obsah A-G bohatych oblasti
v kodujici casti sekvence naopak nizsi nez mimo ni. U mysi vysledky nevychazi dle predpokladu.
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 useky delsi nez W/2
(Cervene 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 6,25/4,71/6,45 4,56/3,45/4,70 1,80/1,64/1,82 {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 {0,38/0,00/0,4210,39/0,00/0,44

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 useky delsi nez W
(Cervene 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 procentudlntho obsahu A-G bohaty useku delsich nez W/2 v sekvenci

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

clovéka a simpanze, u mysi se vysledky lisi. Pro kombinace nizstho prahu (0,7; 0,8) a kratsiho

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

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

vyssi prahy zvlasté v kombinaci s dlouhym oknem je obsah A-G bohatych oblasti v kodujici ¢asti
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sekvence naopak niz§i nez mimo ni. U mysi vysledky naprosto neodpovidaji predpokladu, obsah

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

Vysledky analyzy procentualnitho obsahu A-G bohaty tseka delsich nez W v sekvenci genu
ALB1 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 vyssi nez mimo ni. Ve vSech
ostatnich pfipadech 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 soucasti ¢ervenych krvinek a
slouzi k pfenosu kysliku z plic do tkani a oxidu uhlicitého z tkani zpét do plic. Mutace beta

podjednotky hemoglobinu zpusobuje srpkovitou anémii. [24]

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

nejsou zcela ovéfeny a potvrzeny.

Pri lokalnim zarovnani byly sekvence clovéka a simpanze shodné z 99 %, tedy prakticky
totozné. U lokalniho zarovnani sekvence clovéka a mysi byla shoda jen z 65 %, odlisnosti byly

rozptyleny rovhomeérné v celych sekvencich.

Pri globalnim zarovnani byly sekvence cloveka a simpanze shodné z 91 %, lisily se pfedevsim
na zacatku a konci sekvence. Globalni zarovnani pro sekvenci clovéka a mysi vyslo obdobneé,
jako zarovnani lokdlni, shoda byla opét 65 % a odlisnosti byly rozptyleny v prubéhu 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
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Vysledky analyzy procentualniho obsahu A-G bohaty tseku v sekvenci genu HBB bez
ohledu na jejich délku jsou uvedeny v Tab. 7. U tohoto genu vysledky u ¢loveka prilis nevychazi
dle predpokladu. Procentudlni zastoupeni A-G bohatych oblasti je v kodujicim tseku sekvence
clovéka vzdy nizsi nez obsah v nekodujict ¢asty, s vyjimkou hodnoty prahu 0,8 a velikosti okna 9.
U simpanze hodnoty odpovidaji pfedpokladu pro vSechny kombinace prahu 0.7 a pro vsechny
prahy pfi pouziti okna velikosti 9. U mysi vykazovaly vyssi procentualni zastoupeni A-G
bohatych useku 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 useky delsi nez W/2
(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 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 procentualniho obsahu A-G bohaty usekua delsich nez W/2 v sekvenci genu
HBB jsou uvedeny v Tab. 8. Je patrna podobnost mezi vysledky pro sekvence clovéka a
simpanze, u mysti se vysledky lisi. Predpoklad 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 procentualntho obsahu A-G bohaty aseka delsich nez W v sekvenci genu
HBB jsou uvedeny v Tab. 9. Vysledky analyzy za pouziti téchto parametru neodpovidaji
predpokladu. Pouze pfi pouziti kratkého okna a nizkého prahu jsou v sekvenci vubec nalezeny
dostatecné dlouhé aseky s vysokym obsahem A a G a jejich obsah je vzdy vyssi v nekodujic
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
(Cervene 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 6,54/4,60/7,42 | 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 genu, ¢imz prispiva ke
kontrole rustu bunék, oprav DNA, apoptéze (programovand bunécna smrt) a angiogenezi
(tvorbé cévniho fecisté). Mutace v tomto genu jsou spojeny s celou fadou lidskych nadoru.

Alternativnim sestfthem tohoto genu vznikaji razné izoformy transkripce tohoto genu. [25]

Zpracovavané sekvence cloveéka a mysi jsou dle udaju 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 kodujicich useku jsem pouzila CDS prvni transkripéni

varianty genu cellular tumor antigen p53 izoformy a.

Pri 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
pomérné dlouhy usek nedefinovanych bazi, ktery rozdilnost sekvenci jesté zvysuje. Pfi lokalnim
zarovnani sekvence clovéka a mysi byla jejich shoda 63 %, odlisnosti byly rozptyleny rovhomérné

v prubéhu celych sekvenci.

Pri globdlnim zarovnani byly sekvence clovéka a Simpanze shodné opét z 93 %, pricemz
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 procentualniho obsahu A-G bohaty useka v sekvenct genu P53 bez ohledu
na jejich délku jsou uvedeny v Tab. 10. U této sekvence se vysledky neodpovidaji predpokladu,
obsah A-G bohatych useku je v kédujici ¢asti u ¢loveka 1 Simpanze vzdy nizsi nez mimo ni. V
sekvenci mysi predpoklad spliuje pouze kombinace nizkého prahu 0,7 a kratka velikost okna 9 a

15, prekvapive 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
(Cervene 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 | 45,42/17,20/47,05 | 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 procentualniho obsahu A-G bohaty tiseka delsich nez W/2 v sekvenci genu
y y yzy p ty g

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

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

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

vsech ostatnich ptipadech vysledky neodpovidaji predpokladu.

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 useky delsi nez W/2
(Cervene 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 | 11,83/06,09/12,21 | 7,03/1,61/7,39
0,8 9,70/7,02/9,88 7,62/4,15/7,85 4,91/2,62/5,06 | 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 | 892/1,71/9,74 |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 procentudlniho obsahu A-G bohaty useku delsich nez W v sekvenci genu
P53 jsou uvedeny v Tab. 12. Vysledky analyzy pfi pouziti téchto parametru neodpovidaji
predpokladu. Pouze pfi pouziti kratkého okna a nizkého prahu jsou v sekvenci vubec nalezeny
dostatecné dlouhé useky s vysokym obsahem A a G a jejich obsah je vzdy vyssi

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
(Cervene 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 |1,02/0,00/1,09 |0,21/0,00/0,23 | 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 11,49/5,76/11,8219,16/0,77/9,65 | 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 |4,09/0,00/4,331,93/0,00/2,04|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 |2,23/0,00/2,490,00/0,00/0,00|0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00
0,9 0,36/0,00/0,41 |0,00/0,00/0,000,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00 | 0,00/0,00/0,00

4.1.4. Gen CDK2

Protein kdédovany timto genem patii mezi cyklin-dependentni kinazy (CDK), coz jsou enzymy
podilejici se na regulaci fady vyznamnych bunécnych procesu napt. bunécného cyklu, apoptdzy,
diferenciace neuronilnich 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 bunck,

naptiklad u kolorektalniho karcinomu. [26]

Zpracovavané sekvence cloveéka a mysi jsou dle udaju 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 kodujicich useku jsem pouzila CDS prvni transkripéni

varianty genu cyklin-dependentni kinazy 2 izoformy 1.

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

a odlisnostt byly rozptyleny v celku rovhomérné v prubéhu celych sekvenci.

Pti globalnim zarovnani byly sekvence clovéka 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 sekvenct se vyskytuji i useky velmi dobré shody, ale prevazuji 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
(Cervene 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 | 37,39/27,09/39,19 | 38,02/16,95/41,71 | 24,23/17,95/25,33
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 4,50/6,05/4,23 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 procentualniho obsahu A-G bohaty useku v sekvenci genu CDK2 jsou

uvedeny v Tab. 13. Pro sekvenci clovéka a simpanze vysledky naprosto neodpovidaji

predpokladu, v CDS je obsah oblasti A a G nizsi pro vSechny kombinace velikosti okna a prahu.

U sekvence mysi je predpoklad 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 zavislostt na velikosti
okna W a prahu (v celé sekvenci/v CDS/mimo CDS) — nalezené useky delsi nez W/2
(Cervene 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 22,62/12,60/24,37 | 18,33/9,48/19,88 14,49/8,92/15,46 | 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 procentualniho obsahu A-G bohaty usekua delsich nez W/2 v sekvenci genu
CDK2 jsou uvedeny v Tab. 14. Za pouziti téchto parametru vysledky pfilis nevychazi dle
predpokladu, procentudlni zastoupeni A-G bohatych oblasti je v kodujicim tseku sekvence nizsi
nez mimo n¢j u vsech trech druht 1 prakticky u vSech kombinaci velikosti okna a prahu. Vyjimku

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

Vysledky analyzy procentualniho obsahu A-G bohaty useku delsich nez W v sekvenci genu
CDK2 jsou uvedeny v Tab. 15. Pfi pouziti této podminky se prekvapivé 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 mysti je takovych vysledku vice, predevsim pro nizsi hodnoty prahu — 0,7 a 0,8.

Tab. 15 Procentualni obsah A-G bohatych oblasti v sekvenci genu P53 v zavislostt na velikosti
okna W a prahu (v celé sekvenci/v CDS/mimo CDS) — nalezené useky delsi nez W
(Cervene 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, proteina pfitomnych v krevni plazme,
charakteristickych nizsi pohyblivosti nez albumin. SHB globulin vaZe steroidy, prispiva tak
k pfenosu napf. pohlavnich hormonu, odtud jeho nazev sex hormone-bindig globulin (globulin
vazajici pohlavni hormony). Ruzné transkripcni varianty koduji razné izoformy tohoto

proteinu. [27]

Zpracovavané sekvence cloveéka a mysi jsou dle udaju 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 kodujicich useku jsem pouzila CDS prvni transkripéni

varianty genu kodujici sex hormone-binding globulin izoformy 1.

Pri lokalnim zarovnani byly sekvence clovéka a simpanze shodné z 99 %, zdaly se byt témér
totozné. U lokdlniho zarovnani sekvence clovéka a mysi byla shoda 65 %, odlisnosti byly

rozptyleny rovhomérné v prubchu celych sekvenci.
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Pri globalnim zarovnani sekvence clovéka a simpanze byla shoda pouhych 17 %, coz bylo

zpusobeno predevsim rozdilnou délkou sekvenci. U globdlniho 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
(Cervene 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 42,62/35,81/43,08 | 45,07/31,43/45,98 | 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 | 16,62/5,21/17,38 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 | 40,47/28,94/44,59 | 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 10,41/2,66/13,17 | 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 | 38,77/25,41/47,39 | 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 4,92/2,39/6,55 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 predpokladu, procentualni
zastoupeni A-G bohatych oblasti je v kodujicich c¢astech sekvenci vzdy niZsi nez mimo néj u
vSech trech druha i u vSech kombinaci velikosti okna a prahu. Rozdily jsou navic mnohdy

pomérné velké.

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

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

Vysledky analyzy procentualntho obsahu A-G bohaty tseka delsich nez W v sekvenci genu
SHBG jsou uvedeny v Tab. 18. Vysledky analyzy pfi pouziti téchto parametru neodpovidaji
predpokladu. Pouze pfi pouziti kratkého okna a nizkého prahu jsou v sekvenci vabec nalezeny
dostatecné dlouhé tseky s vysokym obsahem A a G, avsak jejich obsah je vzdy vyssi v nekodujici

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 useky delsi nez W/2
(Cervene 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 |21,59/15,18/25,72|18,12/10,97/22,74 | 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 velikosti
okna W a prahu (v celé sekvenci/v CDS/mimo CDS) — nalezené useky delsi nez W
(Cervene 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 useka bohatych na A a G. K tomuto ucelu

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

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

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

zkoumanych genu. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 19.
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Z vypoctenych dat je patrné, Ze obsah A-G bohatych oblasti je v ndhodné sekvenct niZsi nez
u analyzovanych genu. Rozdil je dobfe wviditelny predevsim pfi vyhledavani delsich useku
s vysokym obsahem A a G. Muzeme tedy vyvozovat, ze nami nalezené useky nevznikly ndhodou,
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
Nahodni sekvence — A-G bohaté useky delSi nez W/2
prah\W 9 15 21 27 33
0,7 9,92 5,00 1,28 1,04 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 nez W
prah\W 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 bakalafské price bylo pomoci vytvofeného programu provést analjzu lidského,
simpanziho a mysiho genomu na vyskyt adenin-guanin bohatych usekua. 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 predevsim geny prukazné ovéfené — v genové
databdzi NCBI oznacené jako reviewed (pfezkoumana) nebo validated (ovéfena). Pouzité
sekvence clovéka jsou ovéfeny vSechny, mysi z vétsiny, avsak pouzité sekvence sSimpanze jsou

bohuzel pouze predikované.

Presto je v analyze velmi dobfe patrnd podobnost mezi geny clovéka a Simpanze, ve vsech
pfipadech 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
Aa G pri pouziti tif raznych praht — 0,7; 0,8; 0,9 a péti ruznych velikosti okna — 9; 15; 21; 27; 33.
Chtéla 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 kédujici a

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

bylo, Ze v exonech se budou useky bohaté na A a G vyskytovat ve vétsi mife, nezli v intronech.
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Pri procentualnim vyjadfeni ma na vysledky velky vliv zpusob urcovani krajnich bodu
nalezenych useku. Vypoctem denzitnich vektora dochazi ke zkresleni, v prubé¢hu vypoctu totiz
sekvenci prochazime pomoci okna a pramérujeme hodnoty v ném obsazené. Pokud nasledné
prahovanim najdeme pozici s vysokou denzitou, vznikla tato hodnota prumérovanim W/2
hodnot indikacniho vektoru na kazdou stranu od pocitaného umisténi, proto vzdy pfidivam W/2
pozic na zacatek 1 konec nalezeného tseku s vysokou denzitou. Timto zpusobem se snazim

castecné eliminovat vliv zkresleni oknem.

Velikost okna koresponduje se zkreslenim vysledku - ¢im delsi okno tim vétsi zkresleni.
Pouzitim kratkého okna ziskdme sice presnéjsi informaci o vyskytu kratsich dseka 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 aseka. Naopak
pti pouziti prilis velkého okna mohou byt zase kratsi useky bohaté na A a G preskoceny, nebot’
jejich vlivem nedojde k dostatecnému vzrustu vysledné denzity v okné. Timto zpusobem vsak
muzeme lépe najit dlouhé useky bohaté na A a G. Proto v praci pracuji s pomérmneé velkym
rozsahem velikosti oken od 9 po 33 a snazim se zjistit, kterd hodnota je pro analyzu
nejvyhodnéjsi.

Vysledky analyzy gent ovSem pro Zadné zvyse uvedenych nastaveni neodpovidaly
predpokladu. Proto jsem se jesté pokusila vybirat jen delsi useky a zanedbat ty kratké, ve kterych
denzita jen mistné vzrostla. V prvnim pfipadé jsem zvolila jako hranici délku poloviny pouZitého
okna a nasledné délku celého okna. Ani po tomto opatfeni se vSak hledané oblasti ve vétsiné
pfipadu nevyskytovaly v kodujici ¢asti Castéji nez mimo ni. Obcas byl sice pro nékteré hodnoty
velikosti okna a prahu (zpravidla pro kratsi okna a niZsi 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 zvysledku 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 ndhodné vybranymi geny, pro prukaznéjsi zjisténi by bylo nutné genu
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 pomérné casto
v sekvencich ¢lovéka, simpanze 1 mysi. V prubéhu evoluce tady zfejmé byly zachovany. Otazkou

vsak zustava, zda maji néjakou funkci a jakou.
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ZAVER
Cilem bakalatské 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.

Teoretickda Cast se vénuje slozeni a struktufe DNA. Zabyva se jeji replikaci, transkripci a
translaci. Podrobnéji je rozebran projekt, jehoz cilem bylo oskenovat cely genom clovéka. Jsou
zminény 1 informace o genomu Simpanze a mysi. Také strucné popisuji nejvetsi internetové

genové databaze a nejpouzivanéjsi format pro ukladani sekvenci - fasta.

Druhd cast se jiz vénuje samotnému problému vyhledavani oblasti bohatych na adenin a
guanin. Je nastinéna problematika numerického zpracovani sekvencnich 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 funkct pseudokod.

V dalsi ¢asti popisuji implementaci zvoleného feseni do programovaciho prostredi Matlab
R2010a. Vysvétluji ulohu jednotlivych funkci a podrobnéji rozebiram 1 vytvorené uZivatelské

prosttedi aplikace.

Ctvrtou a zirovefi posledni ¢asti bakalifské prace je analjza péti raznych gentu dovéka,
simpanze a mysi. Snazila jsem se ovéfit predpoklad, Ze useky bohaté na adenin a guanin se
vyskytuji Castéji v kodujici ¢asti genu 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 razné kombinace velikosti okna a prahu, také jsem vyzkousela
vyhledavat pouze tseky urcité délky. Ovsem pii zadném z vyzkousenych nastaveni parametru
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 genu, neni tedy mozné vyvozovat obecné zaveéry,
k tomu by bylo zapotfebi analyzovat mnohem vétsi objem dat, coz by vsak pfesahovalo rozsah
této prace. Vytvorené funkce by ovsem zcela jisté byly pouzitelné i k rozsahlejsi analyze, bylo by

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

RNA
mRNA
tRNA
rRNA

A

ddATP
ddCTp
ddGTP
ddTTP
NCBI

EMBL
DDB]J

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'-dideoxycytidintrifostat
2'3'-dideoxyguanozintrifostat
2'3'-dideoxytymidintrifostat

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

kodujic cast 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

- elektronicka verze bakalifské prace

= pokyny pro pouziti pfilozenych funkeci

= hlavni funkce

- pomocna funkce pro vypocet denzitnich vektora

- pomocna funkee pro urceni pozic s vysokym obsahem
adeninu a guaninu

—> pomocna funkce pro vykresleni grafu

- pomocna funkce pro vykresleni grafu

= pomocna funkce pro ¢tenti z fasta souboru
z bioinformatického toolboxu Matabu

—> pomocna funkee 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 useky pro pét zvolenych gen

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

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

= knihovna analyzovanych sekvenci

= knihovna vysledku zarovnani analyzovanych sekvenci
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