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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva vyskytem tandemovych repetic v makromolekule DNA a
moznostmi jejich vyhledavani v genomu. Soucasti této bakalaiské prace je kratké
seznameni se strukturou DNA, popis tandemovych repetic a jejich definice, ¢lenéni a
jejich vliv a vyznam v zivém organismu. Dale prace obsahuje tivod ke zplisobiim

vyhledavani repetic a popis nékterych internetovych vyhledavaca.

KLIiCOVA SLOVA

Tandemové repetice, repetitivni DNA, vyhleddvani tandemovych repetic, internetové

vyhled4vace tandemovych repetic, denzita nukleotidt

ABSTRACT

This thesis deals with the occurrences of tandem repeats in DNA macromolecule and
with possibilities of their search in genome. Part of this work will be mainly short
introduction into structure of DNA, a description of tandem repeats and their definition,
classification and their impact and importance in living organism. Furthermore
introduction to their search, description of internet search engines.

KEYWORDS

Tandem repeats, DNA, repetitive DNA, tandem repeats search, internet tandem repeats
search engines, nucleotide density
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UVOD

Tato prace se zabyva  vyhledavanim  tandemovych  repetic v
sekvencich makromolekul DNA.

V soucasné dobé proziva biologickd véda genomika, jakozto obor genetiky, ktery
se zabyva predevSim studiem a popisem genomu organismu, exponencialni rozmach,
zpusobeny piredevsim rozvojem technologii a prudkym poklesem jejich cen. Genomika
zahrnuje sekvenovani DNA, anotace gent neboli strukturni a funkéni zafazovani, a

genetické mapovani.

Genomika se uplatiluje v mnoha oblastech Iékatské diagnostiky, jako jsou DNA
fingerprinting, jinak feceno genetickd daktyloskopie, genové inzenyrstvi, fylogenetika
atd. Pouziva spoustu metod ziskavani informaci z riznych zdrojt - oblasti DNA a jejich
zpracovani. Zpracovanim informaci se zabyva bioinformatika, véda zaméfena na praci
s biologickymi daty, jako jsou napf. sekvence nukleovych kyselin v DNA/RNA,

sekvence aminokyselin, struktura proteint, funkce a exprese gent atd.

Diky analyze a anotaci genomu jsme schopni ur¢it vyznam a funkci jednotlivych
genl a vyznam ruznych struktur vyskytujicich se v DNA. Jednou z téchto vyznamnych
struktur jsou tandemové repetice. Jedna se o pomérné kratké, opakujici se useky
nukleotidi. Tandemovych repetic vyuziva predevSim DNA fingerprinting
Vv kriminalistice a pfi uréovani otcovstvi a jako nastroj ucinného zplisobu provadéni

PCR, cozZ je metoda rychlého a snadného rozmnozeni poZadovaného useku DNA.



1 DNA

Molekuly DNA, popi. RNA jsou nositelem genetické informace, to znamena, ze
obsahuji informaci o syntéze proteini vSech Zzivych organismi. Jednd se o jakysi
biologicky zdrojovy kod vsech organismit. Kazda buiika obsahuje svou vlastni DNA,
ktera expresi vhodnych gent fidi jeji ¢innost. DNA obsahuje tiseky nesouci informaci o

syntéze bilkoviny; tyto useky se nazyvaji geny.

Elementarnim informa¢nim prvkem DNA je nukleotid. Jednd se o chemickou
slouc¢eninu monosacharidu pent6zy, kyseliny fosforeéné a specifické dusikaté baze. Dva
nukleotidy jsou mezi sebou vzdy spojeny fosfodiesterovymi vazbami, které¢ spojuji
fosfatovou Cast (5’konec) s cukernatou c¢asti (3’konec) nukleotidu, a tvoii tak kostru
jednoho vlakna polynukleotidu.

Molekuly DNA jsou nejcastéji dvouvldknoveé; opacné orientované polynukleotidy
jsou mezi jejich jednotlivymi bazemi navzajem pospojovany mnohacetnymi
vodikovymi vazbami podle pravidla komplementarity, ¢ili A=T, C=G. Vyskyt jinych
spojeni byva spise produktem chyby.

Samotna genetickd informace je dana sekvenci béazi, kterd urcuje potadi
aminokyselin v bilkoving, jez je produktem exprese této genetické informace, takovym
zpusobem, ze sekvence tii po sobé jdoucich bazi uréuje danou aminokyselinu. DNA se
nachazi ptedevsim v jadrech bun¢k kondenzovana do formy chromatinu. Malé¢ mnoZstvi

se rovnéz vyskytuje v mitochondriich. [1] [3]



Obrazek 1: Elementarni struktura DNA a zptisob spojovani nukleotid

pifevzato z http://cronodon.com/images/DNA_Structure.jpg

Z hlediska stavby DNA rozliSujeme tyto hlavni struktury:

Primarni struktura

Jedna se o posloupnost nukleotidii v jednom vlakné¢ DNA. M4 hlavni informacni
hodnotu, nebot” sekvence nukleotidli (bazi) pfimo definuje primarni, sekundarni a

Castecné i terciarni strukturu vyslednych bilkovin. [1]

Sekundarni struktura

Dvouvldknova molekula DNA se nejcastéji formuje do tvaru pravotoCivé
dvousroubovice. Mimo to existuji i ti- a ¢tyfvlaknové struktury, napt. forma G-kvartet.
Ty se ov§em in vivo vyskytuji jen velmi ziidka. [1] [3]

Terciarni struktura

Terciarni strukturou se rozumi kondenzace a ulozeni vlakna DNA do formy
chromatinu za pouziti specializovanych strukturnich proteint, jako jsou histony a tzv.
»bilkovinna leSeni“. Tato struktura se sama skladd z n€kolika Grovni. Vyskyt DNA
v konkrétnich urovnich kondenzace v dany okamzik vypovida o momentalni mife
exprese dané oblasti DNA. [1]


http://cronodon.com/images/DNA_Structure.jpg

1.1  EXxprese genu

Vlastnosti a rysy organismii jsou produktem dlouhé drahy kauzalitnich vztaht
DNA, produkovanych bilkovin a vnéjsich vlivii. Ackoliv kazdéa buitka mnohobunééného
organismu obsahuje cely geneticky kod, exprimuje jen nékolik urcitych gent, a to na
zakladé kombinace regulacnich procesi — formou jiz vyprodukovanych bilkovin —

s vlivem pfedevsim vné&jsiho prostiedi. [1] [2] [4]

Transkripci a translaci genetické informace vznikaji molekuly bilkovin se
strukturnimi, enzymovymi a signalnimi funkcemi. Jejich specifickymi interakcemi jsou

dany vSechny kone¢né vlastnosti butiky, tj. struktura, metabolismus, reaktivita atd. [2]

Geny ¢loveéka podilejici se na kodovani bilkovin zabiraji jen asi 1,5% celé DNA.
Dalsi zlomek DNA koduje RNA jiného typu nez mRNA. Zbytek délky DNA tvofi
introny a predevsim tzv. repetitivni DNA. [2] [3]



2 REPETITIVNI DNA

DNA eukaryot a také ¢lovéka obsahuje zna¢ny podil nekodujicich sekvenci. Tak
jako kodujici DNA 1 nekodujici miize byt unikatni anebo se miize nachazet v genomu
ve vice identickych nebo podobnych kopiich. Sekvence DNA s vysokym mnozstvim
kopii se nazyvaji repetitivni sekvence. Tyto oblasti nejsou transkribovany a jejich

pfesny vyznam neni Gplné znam.

Diive byla tato oblast DNA povazovana za tzv. ,junk DNA®“ neboli oblast
odpadnich a nepotiebnych sekvenci. V dneSni dobé jiz vime, Ze jsou tyto oblasti
nepostradatelné a pokud je o n¢ bunka piipravena, ma to fatalni nasledky. Tyto oblasti
se podileji na formovani jadernych struktur, jako jsou telomery, centromery, oblasti
navazani histonll atd. Dnes se jiz mezi repetitivni sekvence tadi i n¢které funkéni geny,
napiiklad geny pro ribozomalni RNA a jiné strukturni, pfesnéji feCeno enzymové
vyuziti RNA.

Pokud jsou kopie sekvenc¢niho motivu v blocich, v fadé za sebou, hovotfime o
tandemovych repeticich. Od nich odliSujeme repetitivni sekvence rozptylené v genomu
jako jednotlivé kopie. [3] [7]

2.1  Rozptylené repetice — DNA transpozony a
retrotranspozony

Kratké shrnuti podstaty rozptylenych repetic:

Naprosta vétSina rozptylenych repetic vznika transpozici sekvenci DNA. Jedna se

o piesun celych sekvenci na jina mista v DNA. [7]

Transpozibilni sekvence DNA se déli na:

DNA transpozony

DNA transpozony jsou povaZovany za pozistatky a akumulace mutaci v priabéhu
fylogenetického vyvoje organismii, a tak muzeme najit pouze jejich evoluéné staré
zbytky, neboli ,,fosilie”. Nicméné aktivni transpozon odvozeny z lidskych fosilnich
elementd mize byt vyroben s pouZzitim informaci ziskanych z lidského genomu i
genomu ostatnich obratlovci. Tyto transpozony se v genomu pohybuji zpiisobem ,,cut-
and-paste*; jejich mnozstvi se tedy zadnym zavratnym zptsobem neméni. [7]



Retrotranspozony

v

Mnohem hojnéjSimi transpozibilnimi elementy v lidském genomu jsou
retrotranspozony. Ty tvoti az 45% celé délky genomu, podle n&kterych odhadi i vice.
aktivni. Tento druh transpozonii se pfesunuje transkripci do RNA a naslednou reversni
transkripci do DNA; piivodni kopie tak zlistava na svém misté, takze se jedna o ,,copy-
and-paste* zptisob piesunu. Timto zpusobem se sekvence muze dostat na jakékoliv
misto v genomu. Béhem transkripce a reversni transkripce jsou tyto segmenty nachylné
k chybam, a tak vétSinou proces transpozice konéi chybnou kopii, kterd je nasledné
inaktivovadna. Na dal§im S§ifeni se tak podili opét uz jen plivodni aktivni origindl. OvSem
1 tak je timto zplsobem genom zatizen obrovskym mnoZstvim fosilnich ¢lenti dané

rodiny sekvenci.

Retrotranspozony mizeme jest¢ déale dé¢lit na autonomni a neautonomni.
Autonomni obsahuji kéd pro proteiny nezbytné k jejich transpozici (pfedevsim RNA-
polymerazu a reversni transkriptazu), neautonomni nikoliv, a nadto jsou zavislé na

enzymech okolnich transpozond.

Nékteré retrotranspozony obsahuji na svém konci tzv. dlouhé koncové jednotky
(long terminal repeats, odtud jejich nazev - LTR). Jedna se o dal$i repetice uvnitt
retrotranspozond, jez svym sloZzenim pfipominaji proviry skuteénych retrovirli, av§ak
vzdy alesponn jeden z genii, potfebnych k sestaveni infekénich virG chybi nebo je

zmutovan. [7]

2.2  Tandemové repetice

Tandemové repetice jsou po sobé jdoucimi identickymi nebo téméf identickymi
jednotkami sekvenci, které se opakuji. Poprvé byly pozorovany pii centrifugaci DNA
V hustotnim gradientu jako oddé¢lenéjSi a vzdalenéjSi frakce neZ ostatni DNA; jsou
oznacovany jako ,satelitni DNA®“. Oznaceni ,satelitni“ bylo pozdé¢ji doplnéno a
rozSifeno a dnes zahrnuje 1 repetitivni sekvence, které nevytvareji tyto vzdalené frakce —
satelity. Periodicky se opakujici jednotky jsou obvykle degenerované s riiznou mirou
nepravidelnosti — pfi vétsi mife se mohou nepravidelnosti opakovat a dokonce tvofit

repetitivni podjednotky. To samoziejmé plati pro dostate¢né dlouhé jednotky repetic.

[71 18]

Tandemové repetice délime podle celkové délky na satelity, minisatelity a



mikrosatelity.

Satelity jsou tseky repetic dosahujici celkovych délek az v fadech Mpb. Jsou
hlavni funkéni komponentou centromer a tvofi hlavni strukturni prvek
heterochromatinu. Rozeznavame né¢kolik hlavnich typt satelitd, napt. a-Satelit
s repeticemi o délce 171 bp a celkové délce az 4 Mbp, ktery tvoii funkcni jadro
centromer, protoze vaze kinetochor pfi bunééném déleni, nebo B o délce 68 bp ktery se

nachazi v centromerach chromozomd 1, 9, 13, 14, 15, 21, 22 a chromozomu Y. [7] [10]

Minisatelity dosahuji délek az 20 kbp a délka repetic se pohybuje od 10 do 25
bp, ne¢kdy 1 vice. Jejich nejznamé;jsi vyskyt je ve forme telomer a jejich okolnich oblasti.
Minisatelity jsou siln¢ polymorfni, diky ¢emuz jsou hojné vyuzivany v DNA
daktyloskopii jako genetické markery naptiklad pro populac¢ni studie a studium
genetickych chorob nebo genovych vazebnych skupin. Také se predpoklada jejich tiloha

jakozto regulator genové exprese. [8] [11]

Mikrosatelity jsou nejéast&jsi formou tandemovych repetic. Jedna se o useky o
délce repetic nanejvys 5 bp a celkové délce okolo 100 bp. Vyskytuji se obecné v celém
genomu. Vyskytuji se jako mononukleotidové repetice — nejcastéji A (T na
komplementarnim vlédkné€), dinukleotidové repetice — nejcastéji jako CA (GT na
komplementarnim vladkn€¢) — ty jsou zaroven nejcastéji se vyskytujici formou
mikrosatelitti, predstavuji 0,5% celého genomu. Mikrosatelity jsou rovnéz vysoce
polymorfni, coZz umoznuje jejich vyuziti jako genetickych markeri pfi konstrukci
genetickych map, v populacnich studiich, pfi testovani piibuzenskych vztahli a v
klinické a forenzni praxi. RovnéZ je mozno je vyuzit pfi studiich genovych duplikaci

nebo deleci nebo urceni ,,open reading frame* pti genové predikci. [12] [13] [14]

2.2.1 Polymorfismus

Jiz n€kolikrat byl zminén pojem polymorfismus. O co se jedna? Geneticky
polymorfismus je souCasny vyskyt dvou nebo vice variant genii na jedné oblasti
chromozomu, kazdy s patrnou frekvenci vyskytu, jez by méla byt minimalné 1%.
Geneticky polymorfismus je aktivné a stabilné udrzovan v populacich pomoci
pfirodniho vybéru, ¢imz se li§i od pfechodného polymorfismu. Polymorfismy vznikaji
pfedevSim mutacemi v zarode¢nych nebo somatickych bunikkach organismu. Protoze
vétsina délky lidské DNA spada do nekodujicich oblasti, neplisobi na né selekéni tlak, a
z toho divodu jsou rozdily v oblastech repetitivni DNA mezi jedinci tak obvyklé. [2]

[5] [6]



Obrazek 2: Projev genetického polymorfismu ve fenotypu — pievzato z
http://www.Isa.umich.edu/UMICH/eeb/Home/People/snakes.jpg

2.2.2 Vyznam tandemovych repetic z biologického hlediska

Vétsina savell ma priblizn€ stejnou sadu gend, nicméné, jak je evidentni, existuje
mnozstvi vyznamnych rozdilt, které rozlisuji rizné zivocisné druhy.
Studie Fondon a Garnera z roku 2004 naznacily, ze vyznamnym zdrojem variaci a

odli$nosti jsou pravé tandemové repetice, sekvence VNTR (z anglického variable
number tandem repeats). [5]

VNTR jsou oblasti genomu organizované jako tandemové repetice, které

vykazuji variace ve svych délkach mezi riznymi jednotlivcei t€hoz druhu.

Populace jednoho druhu (véetné lidi) muze nést obrovské mnozstvi riznych
variaci délek tandemovych repetic. Je to zplisobeno tim, Ze tandemové repetice maji
velkou tendenci mutovat a frekvence jejich specifickych mutaci je ptiblizné 100 000

krat vyssi nez frekvence vyskytu bodovych mutaci. [5]

Hlavni typ mutace tandemovych repetic je tzv. slipped-strand mispairing, kteryZzto
typ je zaroven zdrojem variability jejich délek. Je zplsoben strukturou tandemovych
repetic — ty, protoze jsou tvofeny kratkymi, opakujicimi se Gseky, se mohou snadng&ji
komplementarné spojit S jinou repetici na komplementarnim vlakné nez s tou, ktera lezi
»haproti nim“. Takto vznikaji na komplementarnim vldkné neptipojené oblasti, a ty se
stavaji objektem opravnych enzymi, které je bud’ odstfihnou, nebo k nim vytvofi jejich
prot&jsky. V obou piipadech tak dochazi ke zméné celkové délky oblasti tandemové


http://www.lsa.umich.edu/UMICH/eeb/Home/People/snakes.jpg

repetice, jinak feceno satelitu. Mutace slipped-strand mispairing muze byt omezena
bodovymi mutacemi, protoze ty pak na vlakné tvoii lokalni odlisnosti, které¢ zptisobuji
spravné spojeni vldken, a tim stabilizuji danou oblast satelitu. Zde se projevuje pozitivni
zpétna vazba, protoze stabilizované useky, které piestdvaji byt nachylné na slipped-
strand mispairing akumuluji bodové mutace, coz déle stabilizuje danou oblast, ale
zpuisobuje ztratu jejiho repetitivniho charakteru. Na druhou stranu delece zplisobena
mutaci slipped-strand mispairing mize odstranit lokalni odliSnost, a tim prohloubit
nachylnost oblasti na mutace chybnym spojenim, ¢ili opét se vyskytuje pozitivni zpétna
vazba, kterd ma za nasledek produkei Cistych sekvenci bez bodovych zmén. Indukci tak
muzeme vyhodnotit, zda v dané oblasti dochazelo v pribéhu jeji minulosti k delecim a
délkovym variacim. [5] [6] [9] [15] [16]

,.Cistota® tandemovych repetic je proto uréitym méfitkem miry vyskytu selekce
V piivodu daného organismu. Ve studii Fondon a Garnera byly srovnany repetice lidi a
pst, pricemz bylo zjisténo, ze v 29 z 36 ptipadi jsou psi repetice Cistsi, ¢ili majici nizké
mnozstvi bodovych mutaci. Tento zavér jasné naznacuje, ze variace u pst nebyly jen

pfipadem ndhodnych zmén, ale spiSe produktem nedavné selekce, jakou je Slechténi.

Obrazek 3: Rozdilné VNTR markery Sesti jedincu pii zobrazeni gelovou elektroforézou -
ptevzato z http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/7/78/D1S80Demo.gif

Vnéjsi projev délky VNTR:

Ptiklad projevu — gen Runx-2:

U obratlovct slouzi gen Runx-2 K regulaci diferenciace osteoblastii (podili se na
formovani kosti pfi jejich rustu). Obsahuje dvé tandemové repetitivni oblasti — poly-Q
(kédujici 18 az 20 glutamind) a poly-A (kddujici 12 az 17 alaninil). Délka poly-Q

oblasti ma posilujici vliv na transkripci gent, které reguluje, zatimco oblast poly-A ma


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/7/78/D1S80Demo.gif

ucinek tlumici. Bylo statisticky zjiSténo, Ze u psit ma pomér délek poly-Q a poly-A

rozhodujici vliv na délku a dorzoventralni zahnuti cumaku. [5] [6]

)

Obrazek 4: Projev genu Runx-2 — pievzato z
http://www.nature.com/scitable/nated/content/33589/10.1073 pnas.0408118101-
f3b thumb 0.jpg

2.3 Forma a ziskavani dat — sekvenovani DNA

Sekvenovani DNA je proces urcovani pfesného potfadi nukleotidi v sekvencich
DNA. Nastup DNA sekvencingu umoznil prudky vyvoj oblasti biologického a

medicinského vyzkumu.

Existuje obrovské mnozstvi biochemickych metod pro sekvenovéani. V dnesni
dobé je nejhojnéji rozsifena Sangerova metoda, hlavné ptedevsim pro jeji jednoduchost
a spolehlivost. Diky témto vlastnostem byla jiz automatizovana a dnes je provadéna

pomoci pfistrojit zvanych DNA sekvencery.

Vysledkem této metody jsou data obvykle ve formé sekvence pismen,

reprezentujici jednotlivé nukleotidy na jednom vlakné molekuly DNA. [17]

FASTA format je b&zny textovy format standardné vyuzivan pro zapis
bioinformatickych dat, pfedev§im sekvence nukleotidi v DNA, popi. RNA nebo i
sekvence aminokyselin v bilkovin¢. Kazdy element — nukleotid nebo aminokyselina — je
reprezentovan jednim pismenem, jez je pro n¢j vyhranéno. Soubory tohoto formatu maji

nékolik druhd pfipon, ov§em obvykle pouzivana je forma .fasta.


http://www.nature.com/scitable/nated/content/33589/10.1073_pnas.0408118101-f3b_thumb_0.jpg
http://www.nature.com/scitable/nated/content/33589/10.1073_pnas.0408118101-f3b_thumb_0.jpg

Soubor zacina znakem >, jenZ je nasledovan fadkem pro stru¢ny popis sekvence.
Zbytek téla souboru jiz obsahuje data dané sekvence, jez jsou zapsana po tadcich,
jejichz délka by neméla presahnout 80 znak. [18]

Prvni fadek byva u spousty internetovych vyhledavact vyzadovan, nicméné jeho
obsah nema vliv na samotny postup vyhledavani. Obvykle je detekovan jen prvni znak.
Existuji vSak také i vyhledavace, které vyzaduji vstupni data jako Cisty text i bez znakl

,Line feed®, coz jsou znaky pro novy radek.
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3 VYHLEDAVACE TANDEMOVYCH
REPETIC

V dnes$ni dobé¢, kdy je genomika jiz znacné rozvinutou védou, lze na internetu
nalézt nepieberné mnozstvi volné dostupnych databazi a ndastrojii k analyze a
zpracovani bioinformatickych dat. Jednim z typt takovych nastroj jSou on-line nastroje

pro vyhledavéani tandemovych repetic.

Nasledujici ¢ast se zabyvad vybranymi internetovymi vyhledavaci. Budou
rozebrany algoritmy, které tyto nastroje vyuzivaji, a parametry samotnych procest
vyhledavani, které¢ 1ze ménit.

Byly vybrany tfi rizné vyhledavace, na kterych se pomoci vygenerovanych i
realnych sekvenci budou testovat jejich moznosti. Dale budou srovnany jejich vysledky
a efektivita. Vybrané vyhledavace pouzivaji naprosto odlisné algoritmy, proto byly
shledany vhodnymi k dal§imu srovnavani.

Zvoleny byly tyto vyhledavace:

1. TRedD - Tandem Repeats Database — Edit Distance Program. Odkaz

2. Tandem Repeats Finder — Boston University. Odkaz

3. Phobos v3.3.12 — Christoph Mayer. Odkaz

3.1  Princip vybranych vyhledavaci

V Zadném z vybranych vyhleddvacl se nevyskytuji jednoduché nebo snadno
slovné ¢i matematicky popsatelné algoritmy a Zadny z nich nepouziva vylu¢né jen jeden
nybrz kombinaci n€kolika algoritmti. Hlubsi analyza jednotlivych algoritmti by byla
spiSe vhodnym pfedmétem samostatné prace. Pro znaéné velky rozsah téchto algoritmi,
je v nasledujici ¢asti jejich fungovani shrnuto a zkraceno, popiipad¢ je zminén obecny

nazev téchto algoritmi pro piipadnou potifebu vyhledani bliz§ich informaci o nich.

Obecné lze s jistou nadsazkou prohlasit, Ze s deseti riznymi vyhledavaci ptichézi

dvandct raznych algoritmd.

Hlavnim problémem pii automatizovaném vyhledavani tandemovych repetic
v realnych sekvencich jsou mutace v repeticich. Podle typu zmény se mutace déli do
dvou kategorii: na bodové mutace ménici jen nukleotid a na tzv. indely (nazev vznikl
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spojenim slov inzerce, coz je vlozeni nového nukleotidu, a delece, coz je odstranéni

nukleotidu), které zptuisobuji posun celé sekvence. [19]

TRED - Edit Database Program:

U bodovych mutaci vznikaji dva druhy chyb: Konsenzuélni chyba a evolucni chyba.

Konsenzualni typ chyby je vzdy jen jednoduchad zména jednoho nukleotidu oproti
origindlu. Naproti tomu evolu¢ni chyba je kumulativni mutace nukleotidu, ktera se
pfenasi déale a dal$i mutace probiha na této jiz zmutované repetici. Tento program

proklamuje na rozdil od ostatnich vyhledavact schopnost detekce evoluénich mutaci.

K-edit repetice je tandemova repetice, ktera ma maximalné kchyb mezi
jednotlivymi repeticemi v celé své délce. Oblast vidkna (string) je nazvana Kk-edit
repetici pokud existuje podobnost s jejich predponou (piedchozi repetice) s k nebo

méné chybami.

¢+ Definice problému:
» Vstup:
»  Vladkno S
= Hodnota k
» Vystup:
= Vsechny maximalni k-edit repetice, které se vyskytuji v S
% Pfimy algoritmus
» Zvazit vsechny mozné pary: 1 < i < j < n, kde i aj jsou indexy pozican je
délka vldkna
» Sestavit vzdalenostni porovnavani S; a Sy, coz jsou dvé totozné kopie S,
kde S; =s; .. Sp; Sz =5j... Sp; (viz Obrazek 5)
» Pokud se prvnich j-i znakt S; vyskytuje ve spojeni s j-i V S, S k nebo méné

chybami, pak na daném misté existuje repetice.

13
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Obrazek 5: Schéma srovnéavani sekvence programem TRED — pfevzato z
http://tandem.sci.brooklyn.cuny.edu/Algorithm.do

Toto je zakladni zptisob vyhledavani TR. Tento algoritmus se d4 samoziejm¢ dale
urychlovat, protoze potfebny Cas pro vypocet roste se ¢tvrtou (!) mocninou délky
analyzovaného vlakna (n*). Proto se bé&Zné pouzivda Main-Lorentzlv algoritmus, ktery
ma ucel snizeni poctu iteraci na n -log(n), a dalsi algoritmy, jmenovit¢ Ukkonentv,
Landau-Vishkintv, Landau-Myers-Vishkinuv, které ¢asovou zavislost snizi na n -k -
log(n) - log(k), kde n je délka sekvence a k je délka detekované repetice. [19]

Vyhledava¢ pozaduje pied kazdym vyhledavanim zadat parametry, jimiz jsou:
maximalni mnozstvi chyb (v jedné repetici), minimalni a maximalni délka repetice,
minimalni délka repetic. Tyto parametry predstavuji Vv praktickém vyuZiti znacné
omezeni, jelikoz vétSinou nejsou piedem znamy, a uzivatel je tak odkazan na metodu
pokus-omyl. Vyhledava¢ navic na vystupu zobrazi jen tabulku Ciselnych tdaji o
nalezenych repeticich, jako jsou: Zacdtek a konec, délka, procentudlni shoda atd. Slibné

vSak piisobi moznost vyhledavani i evolu¢né zmutovanych repetic.

Tandem Repeats Finder (TRF):

Tento vyhledavac pracuje s pravdépodobnostnim modelem tandemovych repetic.

14
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Provadi se Smith-Watermanovo zarovnani, dale skérovani dvou tandemovych
kopii vzorku délky n pomoci sekvenci n nezavislych Bernoulliho pokust
(pravdépodobnostni pokus typu ,,hod minci — panna-orel). Pravdépodobnost shody pm
(matching probability) v jednom elementu zaroven zastupuje prumérnou procentualni
identitu mezi kopiemi. Kazdy element této Bernoulliho sekvence reprezentuje
nukleotidy dvou kopii vzorku a nabyvé hodnot T - true (souhlasné nukleotidy) nebo F -
false (nesouhlasné nukleotidy, popf. indel). Pravdépodobnost p; (indel probability)
zastupuje primérny procentualni vyskyt indelu. Sledovani vztahu téchto parametrii (P,
p1), resp. jejich vyvoj ve vztahu k riznym posuniim, obecnéji feCeno zarovnanim kopii
vzorku je hlavnim cilem této metody.

AGCTCACTAGTACAC ACACTT TACACCL AT GALA

CEGCTCACTGGCGT --ACACACTCACACCLTLG-
THHHHHHHTHHTTHHHHHHHTHHHEHHHHT

Obrazek 6: Dvé sekvence a Bernoulliho sekvence ve formé H (head - panna), T (tails - orel) —
ptevzato z http://tandem.bu.edu/trf/figurel.gif

Celkovy algoritmus se déli na dvé ¢asti:

¢ Detekéni komponenta:

e Piedpoklad existence souhlasnych znakl v po¢atecni vySetfované oblasti

— toto je zajiSténo z parametrii Py, Pi.
» Sledovani souhlasnych nukleotidt, oddélenych vzdalenosti d (v prvni iteraci

neni pfesné urcena).

= Je urena nebo vybrana pocateéni délka repetice k.

= Vytvoii se vSechny mozné variace s opakovanim délky k (nazvany sondy).

= Kazdé sondé piislusi jeden seznam vyskyti "p.

= Po sekvenci se posunuje okno délky k a na kazdé pozici i je uréen druh
sondy a tato pozice je zaznamenana do sond¢ ptislusejiciho seznamu
vyskyti ("p).

e Pfi pfidani pozice i do "p a existenci predchozich i, necht’ se zvou j,
existuje vzdalenost d, pro kterou plati d = i — j, coz je mozna velikost
detekované repetice.

e Testovaci kritérium: Po sekvenci se zpét posunuje okno délky d a
vyhledava ostatni variace na sekvenci mezi i a j. Tyto informace

uchovava distanéni seznam °p.
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Obrazek 7: Schéma algoritmu vyhledavace TRF — pievzato z
http://tandem.bu.edu/trf/figure2.qgif

» Statisticka kritéria jsou zaloZena na binomickém rozdéleni Bernoulliho sekvenci,
odpovidajici detekovanym shodam, ulozenymi v distan¢nim seznamu.
= Kritéria jsou zalozena na ¢tyfech zakladnich rozdélenich podle:
e Velikosti vzdalenosti —d
e Pravdépodobnosti shody — pm
e Pravdépodobnosti vyskytu indelu — p,
e Velikosti délky variaci — k
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= Kazdé rozdéleni je bud’ vypocteno podle vzorci, nebo aproximovano.

= Nakonec je ur€ena hrani¢ni hodnota, kteréa slouzi jako kritérium.
» Jsou vykondany cCtyti dalsi algoritmy vychdzejici z ptedchozich kritérii:

= Suma hlav — algoritmus vyuZivajici binomické, resp. normalni rozdéleni, zde
slouzici k urceni, kolik shod je potieba specifickou hodnotu vzdalenosti d.

»  Ndhodnd prochdzka — rozdé€leni, popisujici mozné zmény vzdalenosti d
zptisobené vyskytem inzerci a deleci.

»  Zdanliva vzdadlenost — algoritmus pro rozpoznani skute¢nych tandemovych
repetic, podle jejich rozlozeni v intervalu i-j.

» Cekaci doba — neboli forma Poissonova rozdéleni slouzici k spravnému
vybéru pocatecni velikosti repetic (a také variaci) K v dalSich iteracich tohoto
procesu.

¢ Analyzac¢ni komponenta:
» Pokud informace ulozené v distancnim listu projdou kritérii testd, usek tvoien

z pozic j+1 ... i je vybran z nukleotidové sekvence a zarovnan se svym okolim.

Pokud jsou nalezeny alespon dvé uspésné zarovnané kopie useku se sekvenci, je

usek prohlasen za tandemovou repetici. [20]

Vyhledava¢ se prezentuje ve tiech rezimech — zdkladni, stredne pokrocily a
pokrocily. Tyto reZzimy se odliSuji pouze malym mnoZstvim vstupnich parametrd,
jejichz zména, jak bude déale zminéno, ma jen maly (a obvykle negativni) vyznam na

vysledek procesu vyhledavani.

Phobos

Phobos je ke stazeni a pro akademické ucely voln€ dostupny program
k pokro¢ilému vyhledavani tandemovych repetic. Nejedna se tedy o online vyhledavac,
nicméné jeho moZznosti jsou nekolikandsobné rozsdhlejSi nez u béznych online
vyhleddvact. Znacnou nevyhodou je jeho hardwarova ndrocnost; vypocetni operace
jsou slozité a velmi naro¢né na tzv. CPU resources.

% Zékladni princip:
Na kazdé pozici v analyzované sekvenci Phobos kontroluje, zda je tato pozice
vhodnym pocatecnim bodem. Déle se od tohoto bodu vyhledavd v obou smérech.

Diky této strategii neni potfeba zZadna knihovna repetic. Program také dale znovu

hledd na jiz analyzovanych pozicich s vyuzitim poznatkl (parametr) z pozdéji
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analyzovanych sekci, coz umoznuje vyhledat skryté nebo ptekryvajici se satelity
nebo i spojeni rozdilnych repeti¢nich oblasti s vysokym skdre, coz umoziiuje najit
ptibuzné satelity a ihned hodnotit jejich fylogenetickou vzdalenost.

X/

«» Princip skorovani

» Skore tandemové repetice s danym pocate¢nim a koncovym bodem
Vv subjektivni sekvenci je skore nejlepsiho lokalniho zarovnani, které bylo
nalezeno v moznych po sob¢ jdoucich kopiich pravdépodobné repeti¢ni
jednotky.

A\

Kazda shoda v zarovnani ma skoére 1.

A\

Skore neshod zvlast ve formé bodovych mutaci a zvIast’ ve formé indelt lze

nadefinovat.

» Toto skore je vyuzito jako kritérium optimality k rozhodovani, zda ma byt
analyza dané repetice rozsifena za pozice neshod. Cili pokud jiz byla nalezena
delsi repetice s vys$im skore, rozsiti se analyza pravé analyzované repetice.

» Pokud jsou nalezeny dva piekryvajici se satelity, je z analyzy odebrana ta

stietavajici se repetice, kterd ma nizsi skore.
Program pfinasi tfi zdkladni mody vyhledavani:

¢ Vyhledavani nedokonalych repetic (imperfect search) — zakladni vyhledavani,
umoziujici nalez nedokonalych repetic. V tomto modu nemusi byt dvé repetice pro
jejich detekci stejné.
% Vyhledavani dokonalych repetic (perfect search) — vyhledava pouze piesné totozné
repetice. Pokud se ve fasta souboru objevi N, Ize nastavit, jak s nim bude naloZeno.
% Rozsifeni pfesného vyhledavani (extend exact search) — nejprve jsou nalezeny
dokonalé repetice a posléze je analyza rozsitena do obou smért pro vyhledani
nedokonalych repetic. Jedna se o nepfesnéjsi mod, avSak mé minimalni pozadavky
pro spravné fungovani: je zapotiebi ptitomnosti minimalné 5 bp pro
mononukleotidovou, 6 bp pro di-, a 7 bp pro trinukleotidovou repetici. V pifipadé
repetic s delsimi podjednotkami, museji byt pfitomny alespont dvé dokonalé
podjednotky.

Nastaveni vétSiny pozadovanych vstupnich parametrii vyzaduje pomérné zna¢nou
znalost zakladnich principt toho, jak Phobos funguje, proto je tento program pomeérné
nevhodny pro kratkodobé nebo nepravidelné uzivani. Vystupem je soubor s piiponou
.phobos, ktery je vhodné otevirat v programu WordPad a ktery poskytuje prehledny
vypis i popis detekovanych dat. [21]

Jak jiz bylo zminéno, je v dnes$ni dobé béZny vyskyt velkého mnoZstvi volné
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dostupnych genomickych nastroji, mimo jiné¢ i vyhledavact, a diky jejich volné
dostupnosti mtize byt jejich kvalita i zna¢n¢ nedostacujici, proto byly po peclivém
volném testovani a analyze jejich principti zvoleny tyto tfi, na kterych bude dale
probihat testovani k rozliseni jejich efektivity a u¢innosti pro specifické typy vstupnich

dat ve formé sekvenci DNA s obsahem tandemovych repetic.

3.2 Testovaci sekvence

Protoze budou v nésledujici kapitole testovany vybrané vyhledavace, bylo
zvoleno nékolik testovacich sekvenci, z nichz tfi jsou realné a ostatni uméle vytvorené.

Jako redlné sekvence byly vybrany:

o Skot — lokus BOVTGN: pomérné kratky tsek s vyskytem minisatelitu.
e Vinna kvasinka — chromozom I: usek o ptiblizné délce 230 kbp.

o Clov&k — vystiizek chromozomu I: zatéZovaci test, Gisek o délce pies 9 Mbp.

Dale byl pro vytvofeni umélych sekvenci a ptimé testovani citlivosti vyhledavact
na rizné vlastnosti vstupnich dat v programovém prostiedi Matlab vytvofen algoritmus
pro generaci sekvenci s vyskytem tandemovych repetic s nékolika nastavitelnymi
parametry (zdrojovy kod).

Princip generatoru:

* Na kazdém mist¢ je generovano jedno nahodné pismeno {A, C, G, T} jako
nerepetitivni ,,junk DNA®, pfi¢emZ existuje Sance, Ze se na dané pozici
vyskytne satelit.

» Pfi vyskytu satelitu je zadana repetice umist'ovana podle pfedem zadaného
mnozstvi, pfi¢emz pro kazdy jeji nukleotid existuji Sance na mutace typu
bodova, kdy je nukleotid ndhodn¢€ zménén na jiny, delece a inzerce opét
nahodné vybraného nukleotidu napravo od néj. Na pocatku i na konci
formovani jednoho satelitu jsou do sekvence umistény specialni znaky, které
slouzi jako markery pro pfesnou alokaci zac¢atku a konce kazdého
vygenerovaného satelitu.

= Taktéz byla implementovana moZnost vybéru pfitomnosti evolu€nich
mutaci, kdy se struktura dané, mnozené repetice méni. Evolu¢ni mutace se
muze vyskytnout jak formou bodovych mutaci, tak formou indelovych
mutaci; dalezité je, ze kazda vyskytnuvsi se mutace se tak pfenasi do

nasledujicich repetic.
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» Program obsahuje ¢itace na rizné vysledné parametry, jako jsou délka
vysledné sekvence, celkové mnozstvi jednotlivych mutaci aj. Data jsou

nasledné vypsana a ulozena ve formatu fasta.

* Vstupni parametry generatoru:

Repetice — 1ze si nadefinovat pfimo danou repetici, jez se bude vyskytovat.
Maximalni délka sekvence — omezeni miry generovani horni hranici.

Pocet repetic — mnozstvi generovanych repetic v jednom satelitu.
Pravdépodobnost vyskytu satelitu — na kazdém generovaném misté existuje
pravdépodobnost vyskytu satelitu, obracend hodnota této pravdépodobnosti,
znaci Cetnost, s jakou se satelity proti nerepetitivnim nukleotidim vyskytuji.
Pravdépodobnost bodové mutace — pii tvorbé repetic ma kazdy nukleotid Sanci
na mutaci.

Pravdépodobnost inzerce — napravo od kazdého nukleotidu se miize vyskytnout
inzerce.

Pravdépodobnost delece.

Evolu¢ni mutace — zda budou mutace probihat touto cestou. Pti aktivaci této
funkce, je doporuceno sniZit celkovou pravdépodobnost vzniku jednotlivych
mutaci pro dosazeni relevantniho a méfitelného vysledku.

Zpiisob vypisu dat a zapis do souboru — uréeni zplisobu vypisu, jméno souboru.

= Vystupni hodnoty:

Celkova délka celé vygenerované sekvence.

Cetnost jednotlivych bazi v celé sekvenci.

Celkovy pocet vygenerovanych sateliti.

Pocatecni a koncové pozice vygenerovanych satelitli a jejich délka.

Celkovy pocet vygenerovanych repetic.

Celkové pocty bodovych mutaci, inzerci a deleci.

Pokud je zapnuta evolu¢ni mutace, zobrazi se pod sebou vyvoj mutaci dané
repetice a pozice, na které k mutaci repetice doslo.

Vypis dat — podle ur¢eni jsou data vypsana s hlavickou pro fasta format nebo
bez ni. Takto zobrazena data jsou zkopirovana do schranky. Pokud je zvolen
zapis do souboru, je vytvoren soubor ve formatu fasta s hlavickou a daty

formatovanymi na fadky po sedmdesati znacich.
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Pomoci tohoto generatoru je vytvoreno nékolik sekvenci s odliSnymi parametry,

na kterych budou testovany vybrané vyhledavace.

3.3  Testovani vybranych vyhledavaci

Kazdy z vyhleddvact nabizi n€kolik zékladnich nastavitelnych parametri, jez

umoznuji zptesnit a v nékterych piipadech 1 zrychlit proces vyhledavani, nicméné

vyzaduji znalost nékterych vlastnosti vstupnich dat, coz je mnohdy v praxi nerealné,

proto bude testovani probihat formou co nejblizsi k redlnym situacim. Takto bude

zajiSténo presné zhodnoceni vyuzitelnosti a vhodnosti jednotlivych vyhledavacli pro

praktické ulohy.

3.3.1 Testovani umélych sekvenci

Tabulka 1: Shrnuti vlastnosti testovacich sekvenci

Soubor Délka Repetice Pocet repetic Pocet Mutace v celé Popis
* fasta | sekvence v satelitu satelit(l sekvenci
(primeér) B [ D

Test 1 1992 AT 80 4 0 0 0 | Jednoducha testovaci
sekvence

Test 2 2990 CAGCTT 180 5 40 | 13 | 10 | Svyskytem mutaci

Test 3 5132 (AT)sC 340 5 10 1 3 | Test zda bude ,C“
spravné vyhodnoceno
jako soucast repetice

Test 4 4990 ATCGTCCCATC 280 5 469 | 222 | 184 | Silné zmutovana sekv.

Test 5 4986 ACGTAC 110 4 4 1 1 | Vyskyt evolucnich
mutaci

KaZzda z téchto sekvenci je postupné testovana na kazdém z vybranych vyhledavacu.
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Test_1.fasta — dinukleotidové repetice bez mutaci

TRED - program nalezl a dokazal t¢émé&f dokonale urcit v§echny hodnoty.

Tabulka 2: Vystupni data programu TRED 1. sekvence

Zacatek Konec Délka Perioda TR Pocet repetic Chyby | %Shoda
173 213 41 2,0 20,5 0 100,00
859 900 42 2,0 21,0 0 100,00
1168 1208 41 2,0 20,5 0 100,00
1922 1962 41 2,0 20,5 0 100,00
TRF — program nalezl vSechny satelity a téméf dokonale urcil jejich parametry.
Vyskytnuta chyba, spocivajici v nepfesné detekci zacatkli a koncti nékterych

satelitt, se

parametri.

nasledné projevi 1 v nepfesnosti nékterych jinych vyslednych

Tandem Repeats Finder Program written by:

PFlease cite:

G. Benson,

"Tandem repeats finder:

Gary Benson

Program in Bioinformatics

Boston Uniwversity
Verszion 4.08

a program to analyze DHNA seguences™

Nucleic Acid Research (1999)
573-580.

Vol.

27, Ho. 2, pp.

Sequence: Hlavicka pro fasta soubory|Testc_1
Parameters: 2 7 7 80 10 50 30
Length: 1852

Tables: 1

This

iz table 1 of

1 { 4 repeats found

Click on indices to view alignment

Table Explanation

. Period Copy |Consensus| Percent | Percent Entropy

Indices Size Num%er Size | Matches | Indels | >0 | A | €| G| T (0_21;
168--2131 2 23.0 2 95 0 83 50 2 0 47 1.13
859--900 2 210 2 100 0 84 50 0 0 50 1.00
1168--1208 2 205 2 100 0 82 48 0 0 51 1.00
1922--1962 2 205 2 100 0 82 51 0 0 48 1.00

Tables: 1

The End!

Obrazek 8: Graficky vystup programu TRF
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Version 4.08

Sequence: Hlavicka pro fasta soubory|Test 1
Parameters: 2 7 7 80 10 50 30

Pmatch=0.80, Pindel=0.10

tuple =sizes 0,4,5,7

tuple distances 0, 29, 159, 500

Length: 1992

ACGTocount: B:0.25, C:0.24, G:0.23, T:0.27
Found at 1i:180 original =size:2 final =ize:Z

Alignment explanation

Indices: 168--213 Score: 83

Period =ize: 2 Copynumber: 23.0 Consensus size: 2

1538 GICGCGEAGCC

-

leg TR TR CA TA TA TR TR TR TR TR TR TR TR TR TR TA TA TR TR TRA To
1 TA TR T2 T2 TA TR TR TA TR T2 TA TA TA TR TR T TA TR TR TR TR

210 TR Ta
1 Ta TR

214 ATTCAGCATR

Statistics
Matches: 42, Mismatches: 2, Indels: 0
0.895 0.05 0.00

Matches are distributed among these distances:
2 42 1.00

Obrazek 9: Podrobnosti detekovanych dat po kliknuti na dany rozsah pozic zobrazen v

predchozim obrazku

Phobos — v rezimu imperfect search byly nalezeny vSechny satelity spravné, nicméné
byly navic detekovany i dal§i, ndhodné, kratké vyskyty repetitivnich oblasti.
Protoze byly tyto oblasti dokonalé, Cili bez chyb repetitivity, rezim perfect search
je rovnéz chybné detekoval.
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Tabulka 3: Vystupni data programu Phobos v rezimu imperfect search

Soufadnice vyskytu Délka repetic
173 213 2
218 228 5
562 569 2
859 900 2
971 977 1
1168 1208 2
1405 1412 2
1922 1962 2

Test_2.fasta — bézna sekvence s vyskytem mutaci

TRED — Jak je patrné z tabulky, program detekoval zna¢né mnoZstvi satelitd. Pfi

zaméteni se na konkrétni vysledné hodnoty je patrné, Ze se jednotlivé detekované
satelity prekryvaji. Pfi vhodné zvolenych vstupnich parametrech se miize pocet
detekovanych sateliti snizit, obvykle vSak nejvice o tii. Spravné detekované
satelity maji pomérné¢ spravné hodnoty; jsou to ty, jejichz hodnota Period se
pohybuje okolo 6, coz ale v praxi neni pfedem znamo. Celkové je tedy tento
vysledek zna¢né nevhodny.

Tabulka 4: Vysledky druhého testovani programu TRED

Zacatek Konec Délka Perioda TR Pocet repetic Chyby | %Shoda
53 231 179 6,0 29,7 15 91,53
494 699 206 6,1 33,7 27 86,83
500 700 201 12,2 16,4 23 88,14
501 617 117 31,0 3,8 10 88,76
1746 1843 98 17,9 5,5 10 87,80
1747 1940 194 6,1 32,0 34 82,74
1773 1930 158 12,1 13,1 20 86,67
1963 2140 178 17,8 10,0 16 90,24
1963 2116 154 11,8 13,0 16 89,12
1963 2141 179 6,0 30,0 20 88,76
2651 2836 186 6,0 31,2 28 84,86
2657 2830 174 18,1 9,6 22 86,25
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TRF — program se stejnou relativni pfesnosti jako predchozi vyhledavac detekoval dané

pozice a udaje. Nicmén¢ tieti a Ctvrty satelit byly sloueny do jednoho. To je

nepochybné zplisobeno skuteCnosti, Ze byly od sebe oba satelity vzdaleny jen asi

30 bp, kteryzto usek tedy program interpretoval jako vyskyt mutaci, coz je patrné

z ptilozeného obrazku. S vyskytnuv§imi se mutacemi vSech typll si program

poradil vyborng. Vysledny tvar vypsané repetice neni pfesny — TTCAGC, misto

CAGCTT — je nazorn¢ vidét posun.

Tabulka 5: Vysledky druhého testovani programu TRF

Soufadnice |Perioda

93--225 6
506--683 6
1749--2141 | 6
2655--2830 | 6

Poc.

28,7
29,5
64,0
29,3

Perioda Procento Procento
repetic, konsenzu

6

6
6
6

shod
91
90
79
86
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indelt
3
3
11
4

Entropie
Skore A C |G| T
(0-2)
285 (17321732 1,93
286 18321830 1,95
388 18311831 1,95
248 116 /321733 1,93


http://tandem.bu.edu/trf/output/41Ss2ugXrosjQ.2.7.7.80.10.50.10.1.txt.html#53--225,6,28.7,6,1
http://tandem.bu.edu/trf/output/41Ss2ugXrosjQ.2.7.7.80.10.50.10.1.txt.html#506--683,6,29.5,6,4
http://tandem.bu.edu/trf/output/41Ss2ugXrosjQ.2.7.7.80.10.50.10.1.txt.html#1749--2141,6,64.0,6,8
http://tandem.bu.edu/trf/output/41Ss2ugXrosjQ.2.7.7.80.10.50.10.1.txt.html#2655--2830,6,29.3,6,11

Indices: 1749--2141 Score: 388
Period =size: & Copvnumber: 64.0 Consensus size: 6

17353 TRARCRALTCTG

- - -

17453 CAGCTIT CAGCIT AAGCTT CAGCGT CAGCIT CTAGCTT CRACTT CAGCIT
1 CAGC-TT CAGCTT CAGCTT CAGCTT CAGCTT C-AGCTT CAGCTT CAGCTT

1783 CAGCIT CAGC-T CAGCIT CAGCIT CAGC-T CAGCIT CAGCIT CAGCIT
1 CAGCTT CAGCTT CAGCTT CAGCTT CAGCTT CAGCTT CAGCTIT CAGCIT

- - -

1845 CCAGCTIT CAGCTIT CAGCIT CAGCCT CAGCTG CAG-TCT ARLGCTT CAGCTIGT
1 -CAGCTT CAGCTT CAGCTT CAGCTT CAGCTT CAGCT-T CAGCTIT CAGCTI-T

- - L S -

1895 CAGCTIT CACCTIT CAGCTIT CAGCTIT CAGCTT CAGCTT GRAG-TAGG RARLCGET
1 CAGCTT CAGCTT CAGCTT CAGCTT CAGCTT CAGCTT -CAGCT--T CAGC-TIT

- - - -
1546 BAACGTCCC CAG-TGGGAG CAGCTT CAGGIT CAGCIT CAGCTIT CAGCIT
1 CA-G-CTT CAGCT----T CAGCTIT CAGCTT CAGCTIT CAGC-TT CAGCIT
- -

1884 CTGCIT CATCIT CAGCIT CAGCIT CAGC-T CAGCIT CAGCIT CAGCIT
1 CAGCTT CAGCTT CAGCTT CAGCTT CAGCTT CAGCTT CAGCTIT CAGCIT

-

2041 -ATGCTT CAGCTIT CAGCIT CAGCIT CAGCIT CAGATT CAGCTIT CAGCIT
1 CA-GCTT CAGCTT CAGCTT CAGCTT CAGCTT CAGCTT CAGCTT CAGCTT

-

2083 CAGCIT CAGCIT CAGC-T CAGCIT CAGCIT CAGCTA CAGCIT CAGCIT
1 CAGCTT CAGCTT CAGCTT CAGCTT CAGCTT CAGCTT CAGCTIT CAGCIT

2136 CAGCIT
1 CAGCTIT

Obrazek 10: Nazorna ukazka chybné interpretace oblasti mezi satelity - uprostied

Phobos — wvystupni data vrezimu imperfect search byla prakticky srovnatelna
s predchozim vyhledavacem. Ovsem rezim extend exact search jiz byl schopen
rozli§it ony dva blizké satelity od sebe. Bohuzel se v obou ptipadech vyskytla
nova, znatna chyba, a tou je chybné vypsani detekované repetice, ktera byla
chybné vypsana ve vSech detekovanych ptipadech — AAGCTG, misto CAGCTT.

Miuizeme taktéz vidét chybné detekované, ndhodné, repetitivni oblasti. Ostatni
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udaje jsou v poradku.

Tabulka 6: Relevantni vysledky testovani v programu Phobos

Imperfect search Extend exact search
Soutadnice vyskytu Soutadnice vyskytu
53 225 53 225
506 683 506 683
1749 2141 1754 1930
2655 2830 1963 2141
2655 2830

Test_3.fasta — detekce dlouhé, zdanlivé dinukleotidové repetice

TRED - jelikoz formét vystupu tohoto programu neumoziiuje zobrazit, zda byla

repetice detekovana cela, a ne jen jako dinukleotid AT s pravidelnou inzerci C,

neni mozné hodnotit tuto tlohu. Stejn¢ jako v pfedchozich ptipadech program

detekoval kazdy satelit n¢kolikrat.

TRF — zde se vyskytly ofekdvané nespravné detekované dinukleotidy. Jakékoliv

pokusy odstranit tuto chybu tpravou vstupnich parametrt byly bez vysledku. Pro

odstranéni chyby tohoto druhu by se hodil parametr minimdalni délka periody

(repetice), ktery ale neni pfitomen. Mimo tuto chybu byly ostatni udaje zméfeny

presné.

Tabulka 7: Vystupni data tretiho testovani programu TRF

Poc. Perioda |Procento|Procento

Soufadnice |Perioda

repetic ' konsenzu

520--860 17 20,1 17
2268--2607 17 20,0 17
3208--3545 2 160,0 2
3207--3546 17 20,1 17
4351--5161 2 381,0 2
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shod
99
99
86
97
78

Skore A C|IG| T

indelt
0 664 466 0 46
0 671 465 0 47
11 462 (47|50 |47
0 637 466 0 46
14 551 438 4 43

Entropie
(0-2)
1,28
1,26
1,28
1,30
1,56


http://tandem.bu.edu/trf/output/593WCbR2sLdzQ.2.7.7.80.10.50.50.1.txt.html#520--860,17,20.1,17,1
http://tandem.bu.edu/trf/output/593WCbR2sLdzQ.2.7.7.80.10.50.50.1.txt.html#2268--2607,17,20.0,17,4
http://tandem.bu.edu/trf/output/593WCbR2sLdzQ.2.7.7.80.10.50.50.1.txt.html#3208--3545,2,160.0,2,7
http://tandem.bu.edu/trf/output/593WCbR2sLdzQ.2.7.7.80.10.50.50.1.txt.html#3207--3546,17,20.1,17,8
http://tandem.bu.edu/trf/output/593WCbR2sLdzQ.2.7.7.80.10.50.50.1.txt.html#4351--5161,2,381.0,2,10

4351--5162

4385

4438

17 46,0 17 83 10 947 4318 4 43 1,56
LT AT AT CAT AT AT AT AT AT AT AT CAT AT AT AT AT AT AT AT CAT
LT AT AT —-4T AT AT AT AT AT AT AT -AT AT AT AT AT AT AT AT -AT

-
LT AT AT AT AT AT AT CAT AT CT AT AT AT AT AT CAT LT AT AT LT AT
LT AT AT AT AT AT AT -AT AT AT AT AT AT LT AT -AT LT AT AT LT AT
LT AT CAT AT AT AT AT AT AT AT CAT AT AT AT AT AT AT AT CAT AT
LT AT -AT AT AT AT AT AT AT AT -AT AT AT AT AT AT AT AT -4T AT
LT AT AT AT AT AT CAT AT AT AT AT AT AT AT CAT AT LT AT AT LT AT
LT AT AT AT AT AT -AT AT AT AT AT AT AT LT -AT AT LT AT AT LT AT
LT CAT AT AT AT AT AT AT AT CAT AT AT AT AT -T AT AT CAT AT AT
LT —-AT AT AT AT AT AT AT AT -—-4T AT AT AT AT AT AT AT -AT AT AT
LT AT AT AT AT CAT AT AT AT AT AT -T AT CAT AT AT LT AT AT LT AT
LT AT AT AT AT -AT AT AT AT AT AT AT AT -AT AT AT LT AT AT LT AT
k. o
CAT AT LT AT AT AT AT AT CALT AT AT AT AT AT AT AT CAT CGT CAT GCG
-AT AT LT AT AT AT AT AT -—-4T AT AT LT AT AT AT AT -AT -ALT -AT -4T
k. k. k. o k. o o k. k. k. o k. k.
GT CT TT CGG A- AC CC & GT -T ACT -T AT AGG nC CG GT AT CCT AT
LT AT AT -—-4LT AT AT AT AT AT AT L-T AT AT A-T AT LT AT AT -LT AT
o k. o o o o k. k. k. k. k. o
LT GC CT -T CC &=z GC AT AT CGG CT AG AL oDh AGC COG AT CR- AGT AGT
LT AT AT AT AT AT AT AT AT -AT AT AT AT LT A-T AT LT -AT R-T A&A-T
k. k. k. o k. k. o o k. k. k.

GCT CT GAT AG CC CT -T GAT GGT CGC AT CG AR AT A- AGC oG AT AT
-AT AT —-ALT AT AT LT AT -AT -AT -AT LT AT AT AT AT A-T LT AT AT

Obrazek 11: Detail chybnych interpretaci nukleotidu "C"

Phobos — pfi implicitnim nastaveni program v tomto testu selhal a oznacil vSechny

nalezené satelity za tandemové repetice AT a vSechna C byla oznacena za indely.

Mimo jiné byly opét nalezeny ndhodné, repetitivni oblasti. Pfi riznych zménach

parametri program poskytoval bud’ jiz zminéné vysledky, nebo nedetekoval

zadné. Pouze pii uzsi specifikaci délky vyskytujici se repetice program spravné

rozpoznal satelit, ovSem z nepochopitelnych diivodl pouze ten prvni.
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Test_4.fasta — silné zmutované repetice
TRED - program nebyl schopen nalézt Zadné tandemové repetice.

TRF — pfi implicitnim nastaveni parametrii nebyly nalezeny zadné repetice. Az
pti zménach nékterych parametri byl program schopen detekovat dva vyskyty TR. Tyto
vyskyty byly spravné lokalizovany v satelitu, nicmén¢ i ty byly detekovany jen ve své

zmutované podob¢.

Tabulka 8: Vysledek testovani zmutovné sekvence programu TRF

. i Po¢. | Perioda [ProcentoProcento Entropie
Soufadnice Perioda ) ' . |Skore A C G
repetic | konsenzu | shod | indela (0-2)
346--382 | 12 2,9 12 76 8 45 121431024 1,84
2342--2371 11 2,6 12 78 5 40 123 43/10 23, 1,83

Phobos — nebyly nalezeny zadné relevantni vysledky.

V tomto testu vSechny vyhledavace selhaly, coz je pochopitelné, protoze mira
zmutovani repetic testovaci sekvence byla skutecné enormni — téméf kazdy druhy

nukleotid repetice proSel mutaci.

Test_5.fasta — evolué¢ni mutace

TRED - deklarovand skutecnost, Ze tento program dokdze vyhledat i evolu¢né
zmutované repetice a spravné je zatadit do satelitl, se prokéazala jako pravdiva.
Program byl schopen spravné zatadit satelit, ve kterém se objevuje vice rizné

zmutovanych repetic, jako jeden. Ostatni hodnoty jsou také relativné presné.

Tabulka 9: Vysledek detekce evoluénich mutaci programu TRED

Zacatek Konec Délka Perioda TR Pocet repetic Chyby | %Shoda
2748 2875 128 5,4 23,5 9 93,08
3090 3223 134 4,1 33,0 13 90,44
4482 4619 138 4,6 30,0 18 87,14
4851 4959 109 54 20,2 1 99,04

TRF — program podal smiSené vysledky. Satelity byl jen Ctyfi, nicméné program je
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naSel nékolikrat a to podle riznych obmén dané repetice. Vyskyt krajnich boda
nékterych satelitd ¢aste¢né koresponduje s vyskytem evolu¢nich mutaci. Program
neni evidentn¢ koncipovan na detekci tandemovych repetic s vyskytem

evoluénich mutaci.

Tabulka 10: Srovnavaci tabulka realnych pozic pocatku a koncu satelitu (zelen€) a pozic, na

kterych doslo k evoluéni mutaci repetic (Cerveng)

Pozice satelitu | 1 2 3 3
Pocatek 2752 | 3095 | 4505 | 4851
3095
2836 | 3149 | 4550 | 4911
3179
Konec 2872 | 3209 | 4605 | 4959

Tabulka 11: Tabulka vysledka poskytnutych programem TRF. Srovnej hodnoty s nahote

Soutadnice Perioda Poé: Perioda Procento P.rocento skorel Al la T Entropie
repetic | konsenzu shod | indelu (0-2)
2752--2871 6 20,0 6 99 0 186 (28 38|16 /164 1091
3095--3176 6 13,7 6 98 0 128 | 4 50|17 /28 1,66
3095--3208 6 20,0 6 97 1 105 | 9 47|17 25 1,78
3149--3208 5 11,2 5 98 1 84 (18451818 1,86
4505--4605 5 20,2 5 98 0 121 |19/29/30 19 1,97
4851--4959| 5 20,2 5 99 0 146 |18/19 44 18 1,88

Phobos — program poskytuje vysledek srovnatelny s predchozim vyhledavacem.

3.3.2 Testovani realnych sekvenci

o Skot — lokus BOVTGN: pomérné kratky usek s vyskytem minisatelitd.
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Tabulka 12: Skuteény vyskyt repetic v sekvenci BOVTGN

Zacatek Konec Délka
327 352 25
378 402 24
425 462 37
491 508 17
534 556 22
585 608 23
641 690 49

Vysledky jednotlivych vyhledavacli se zdaji byt pomérné odlisné, nicméné pfi blizSim
pohledu Ize spoustu detekovanych usek( oznacit za podobné. V tomto ptipadé jsou

nejlepsi vysledky poskytnuty vyhleddvacem TRF.

Tabulka 13: Vysledky vyhledavani v realné sekvenci programu TRED

Zacatek Konec | Délka | Perioda TR Pocet repetic Chyby | %Shoda
309 451 143 52,2 2,7 9 90,53
313 462 150 2,3 64,0 39 75,32
322 424 103 44,0 2,3 10 84,13
327 556 230 109,1 2,1 6 95,08
378 663 286 52,2 5,5 29 87,97
491 508 18 2,0 9,0 0 100,00
537 556 20 2,0 10,0 0 100,00
585 617 33 2,3 14,3 4 87,10
634 690 57 1,8 32,5 2 96,43

Tabulka 14: Vysledky vyhledavani v realné sekvenci programu TRF

. . Po¢. | Perioda ProcentoProcento Entropie
Soufadnice |Perioda . i Skore A|C G| T
repetic konsenzu, shod | indelt (0-2)
327--352 2 13,0 2 100 0 52 /0|0 /5050 1,00
425--462 2 19,0 2 100 0 76 |0 0 |50/50 1,00
309--658 48 6,8 50 80 15 376 113123638 1,82
378--508 62 2,1 62 95 0 235 1|9 | 93841 1,70
641--690 2 25,0 2 100 0 100 |0 | 0 |50/50 1,00
443--660 52 4,4 51 92 6 337 112 /12/36/38 1,81
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Tabulka 15: Vysledky vyhledavani v programu Phobos

Soutadnice vyskytu Délka repetic
174 180
327 352
330 448 48
425 462 2
443 656 48
641 690 2

¢ VVinna kvasinka — chromozom I: Usek o pfiblizné délce 230 kbp.
Pro tuto sekvenci nejsou zobrazeny vysledky v grafické podobé, protoze jejich velké
mnozstvi ¢ini jakykoliv pokus o grafické srovnani nemoznym.
Po hlubsi analyze vysledk( se jevi az prekvapiva podobnost mezi vysledky
jednotlivych vyhleddvacu. Pfi testovani této sekvence exceluje program Phobos, a to
predevsim svou rychlosti, navzdory jeho vysokym hardwarovym pozadavkim (které
nebyly splnény pfi testovani), a také absenci rekurentnich vysledk(. Oviem opét se u

néj objevuje chybové vypsani repetic.

o Clovék — vystiizek chromozomu I: zatéZovaci test, Usek o délce pres 9 Mbp.
Toto testovani bylo provedeno jako forma zatézového testu, zda jednotlivé
vyhledavaée budou schopny zpracovat takto dlouhé sekvence a poskytovat vysledky.
Program TRF se jevi jako nejvhodné;jsi, protozZe vysledky poskytnul zdaleka nejrychleji.
Program TRED poskytnul vysledky vyrazné pozdéji, coz bylo zplisobeno i tim, Ze jsou
zobrazovany na jedné internetové strance, coz na druhou stranu spiSe napomaha
v prehlednosti. Pouziti programu Phobos bylo znaéné omezené, protoze pfi nastaveni
postupného vyhledavani repetic od délky 1 do 50 se k délce 35 dostal az po sedmi
hodinach. Tato skutecnost je bezpochyby zplsobena tim, Ze byly spinény jen jeho

minimalni hardwarové naroky.
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3.4  Shrnuti vysledki testovani

Testovani prokéazalo, ze kazdy z vybranych vyhledavaci ma svad vyuziti, druhy

dat, pro jejichz zpracovani se hodi nejlépe.

Program Tandem Repeats Database — Edit Distance Program se na prvni pohled
jevi vhodnym jen pro detekci nezmutovanych repetic. Ani v tomto piipadé neni vSak
nejlepsi volbou. Vstupni parametry mohou byt v ptipadé nékterych uloh omezujici,
jinak poméhaji omezit mnozstvi vysledkl jen na relevantnéjsi. Jeho nejvétsi prednosti a
jedinecnosti je schopnost detekce evolucné mutovanych repetic, jejichz existence je

obvykle pii tvorbé novych algoritml opomijena.

Program Tandem Repeats Finder Ize prohlasit za nejvhodnéjsi pro vyhledavani
predem nespecifikovanych typti repetic. Poskytuje praimérné nejlepsi vysledky a je
schopen si poradit i snékterymi extrémnimi situacemi. Skute¢nost, Zze zadavané
parametry jen malo ovliviiuji vysledek vyhleddvani, je paradoxné spiSe prospésna,
nebot’ relevantni vysledky se obvykle dostavuji i pfi implicitnim nastaveni a zména
téchto parametrl je neodstrani. Pravdépodobné jako nejvétsim problém by mohlo byt
nepiesné vypisovani nalezenych tandemovych repetic. Téméet vzdy byly vypsany

posunute.

Program Phobos pracuje nejlépe se stiedné velkymi objemy dat a to az do fadové
stovek kbp. Poskytuje také nejvice vysledki v nejpiehlednéjsi formé. Castecnou
nevyhodou jsou detekce nevyznamnych, kratkych, nahodnych sekvenci, jez jsou
oznaceny jako repetice, nicméné ty lze diky piehlednosti vypisu lehce rozpoznat a
ptejit; kromé toho se jim vhodnym nastaveni vstupnich parametrit miizeme vyhnout, to
na druhou stranu vyZaduje predchozi alespont ¢asteCnou znalost vlastnosti sekvence.
Program také neposkytuje rekurentni vysledky a prekryvajici se satelity. Velké
mnozstvi vstupnich parametri je vyhod v tom, Ze existuje moZnost do znacné miry
zdokonalit vysledek, ovSem za cenu dlouhé prace na jedné sekvenci. Béhem testovani
se vyskytl problém s vypisovanim detekovanych repetic. Ackoliv byla oblast repetic
spravné detekovana a zarovnana, vypsand repetice se naprosto odliSovala od
V zobrazeném zarovnani vyskytnuvsi se repetice. Z toho 1ze usoudit, Ze se jedna o bug,

ktery by mohl byt v budoucich verzich programu odstranén.
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4 METODA ANALYZY DENZITNICH
VEKTORU

Tato cast si klade za cil otestovat novou metodu vyhledavani tandemovych
repetic, a to s vyuzitim nukleotidovych denzitnich vektort, které budou vytvofeny
z n¢kolika vzorkli DNA s riznym obsahem a riznou formou tandemovych repetic.
Deterministicky charakter tandemovych repetic naznacuje, ze by mélo byt mozné je
detekovat touto metodou.

4.1 Indikacni a denzitni vektory

Predpoklada se, ze vstupni data budou jiz ¢isté ve formatu posloupnosti
nukleotidii. Z této posloupnosti jsou nasledné vytvoteny Ctyfi indikac¢ni vektory pro
kazdy typ nukleotidu. Indikacni vektor je datova struktura typu ,,pole. Pro ur€ity typ
nukleotidu obsahuje hodnotu 1 na vSech pozicich, na kterych se v ptivodni sekvenci
nachdzi dany nukleotid. Ostatni pozice jsou vyplnény nulami. Z divodt dal§iho
zpracovani plati, Zze v§echny ¢étyfi indikacni vektory budou stejné dlouhé, a sice tak, jak
dlouhd je vstupni sekvence, i pfesto, Ze jejich posledni pozice obsahuji pouze nuly.

Tento zpisob vyjadieni se nazyva binarni reprezentace nukleotida.

Indikacni vektor tedy zaznamenava pozice vyskytu daného nukleotidu. Indikacni

vektory jsou vypocitany pomoci nasledujiciho vzorce:
L(x)=1V Sx)=n n={4C(GT}
kde I,(x) znaci x-tou pozici indika¢niho vektoru pro n-ty nukleotid a S(x) znaci x-
tou pozici ve vstupni posloupnosti.

Sekvence ,,ATG TCG CCG TAT TAA* bude v binarni reprezentaci vyjadiena
takto:

Sekvence |[A |A |G |T |C |G |C |C |G |T |A|T |T |[A |A
Ia 1 /0 (0 |0 (0 |O 0O |0 |1 |0 |0 |1 |1
Ic o 0 {0 (0 (12 {0 (2 |1 (O |O |O |O |O |O |O
le o 0|17 (0 (O |1 (O |O |2 |O |O |O |O |O |O
It o |12 {0 (2 /O |O (O |O (O |1 |O |1 |1 |O |O
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V podminkéch programového prostiedi Matlab je vyhodné tyto indikac¢ni vektory

umistit do matice. Matice je datova struktura typu ,,vicerozmérné pole®.

Nejprve je vytvorena matice nulovych vektort o délce vstupni sekvence. Jedna se
V podstaté o deklaraci proménné. Poté jsou pouze na vhodnych pozicich nuly nahrazeny
jednickami. Nukleotid je uracil zahrnuty do stejného indika¢niho vektoru jako thymin.

Tato jednoducha uprava umozni zpracovani nejen DNA ale i RNA.

Z kazdého ztéchto indikacnich vektorG budou nasledné¢ vytvoieny denzitni
vektory. Stejn¢ jako v piipadé indikac¢nich vektortu existuje pro kazdy typ nukleotidu
jeden denzitni vektor. Hodnoty kazdého denzitniho vektoru vyjadiuji hustotu vyskytu
daného nukleotidu v jejich okoli. Pocita se tim zplsobem, ze se kazdd pozice vyjadii
jako podil souétu vSech hodnot indikaéniho vektoru v ramci urcitého okoli (okna) a
velikosti samotného okoli. Pro pfesné vyjadreni hustoty je také zapotiebi vhodné oSetfit
zacatek a konec vektort. Zde bylo zvoleno osetfeni zkracenim onoho okoli vzdy z jedné
nebo druhé strany. Timto zplGsobem je zachovan hustotni charakter krajnich hodnot,

ackoliv ¢astecn¢ za cenu piesnosti.

Pro vypocet denzitnich vektort s oSetfenymi okraji plati nasledujici matematicky
exaktni vzorec:

( x+|g]
I, (i) 0
Z 0 pro x < ox
= [3l+x
D () = gl L@ 0 .
n(x) =1 z 70 prox = —; ;
i=x—|5
= I,(i) 0
z 0 promax(x) —x < >
U'=x-[QJ [ﬂ + max(x) —x +1
2

prox €N,0=(2N+1)
kde Dn(x) znaci x-tou pozici denzitniho vektoru n-t€ho nukleotidu, O je velikost

okna neboli okoli, vyraz max(x) predstavuje celkovou délku vektoru a I, je indikacni
vektor n-tého nukleotidu.
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Indika¢ni

Rozdéleni podle
> aktualni pozice

vektory

okna & posuv okna
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zmenSovani

okna

Hlavni ¢ast

Pramérovani

Zacatek
sekvence —
zvétSovani

okna

Denzitni vektory

Obrazek 12: Blokové schéma procesu vypocétu denzitnich vektori

A takto jiz vypada graficky zobrazeny vysledek pfedchozi vzorové sekvence —

matice denzity zobrazena po jednotlivych vektorech. Jedna se tedy o Ctyfi diskrétni

funkce hustoty nukleotidii v zavislosti na pozici. Pro tato data bylo okno délky 3.
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Obrazek 13: Denzitni vektory vzorové sekvence

36



Pro posouzeni schopnosti detekce byla vytvofena o néco del$i uméla sekvence
s vyskytem dinukleotidovych repetic. Takto vypada vysledek pti zpracovani oknem o
velikosti 5:

Adenin
© 1 E T T T T T L L
°
% 0.5 o
>
I o C r r r r r r
0 5 10 15 20 25 30 35
Cytosin
< 1 T T T T T T T
°
» 0.5 |
[%2)
>
T 0° /_/r—Rr r r Hr r r
0 5 10 15 20 25 30 35
Guanin
© 1 T T T T T L L
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>
I 0 r m r r r r
0 5 10 15 20 25 30 35
Thymin
© 1 T T T T T L L
°
% 05 -
>
T 0 L r r \l’ r r r r
0 5 10 15 20 25 30 35
Pozice

Obrazek 14: Denzitni vektory sekvence s dinukleotidovym motivem

Jiz z obrazku je jasné patrné, Ze ona dinukleotidova repetice méla formu ,,AT.

Na dal$im obrazku jsou zobrazeny denzitni vektory pro adenin stejné sekvence,
kazdy zpracovan riznou délkou okna. Z téchto vysledkii lze interpretovat, ze pro

vicenukleotidové repetice je zapotiebi delsi vypocetni okno.
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Obrazek 15: Denzitni venktory pro adenin vypocitany riznou délkou okna

Dale jsou zpracovany dvé¢ testovaci redlné sekvence o stejné délce, jedna bez
vyskytu tandemovych repetic a jedna s vyskytem ptirozenych TR (viz tabulka 11). Ob¢

jsou zpracovany oknem délky 11.
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Obrazek 16: Denzitni vektory sekvence bez vyskytu TR
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Obrazek 17: Denzitni vektory genu BOVTGN

Zatimco v pfipad€ prvni testovaci sekvence nejsou na grafech denzitnich vektori
patrné zadné vyznamné motivy, v ptipadé druhé l1ze jasné pozorovat opakujici se oblasti
zna¢né¢ podobného charakteru. Pfi vhodné zvoleném okné je vyskyt TR obvykle
charakterizovan vyznamné del$i oblasti malych oscilaci. Ty jsou patrné na druhém
obrazku.

4.2 Fourierova transformace indika¢nich vektoru

Zatimco vypocet denzitnich vektorti umoznil pomérné pifesnou alokaci oblasti
s vyskytem tandemovych repetic, ke specifikaci struktury repetic se diky jejich
periodickému tvaru jevi jako vhodna Fourierova transformace indika¢nich vektora.

—-2'mixn

F,(x) =¥ L,(n)-e” v

kde F, je funkce spektra n-t¢ho nukleotidu, indika¢niho vektoru I, a N je délka

indikacniho vektoru. x ve funkci F, znaci spektralni koeficient.

Fourierovou transformaci lze ziskat spektrum jako vektor spektralnich
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koeficienti, z nichz relevantni je prvni polovina. Spektralni koeficienty oznacuji

e et s o : N “ -
periodicitu o urcité délce. Spektralni koeficient s hodnotou  Znaci opakovani

Ctyfprvkového motivu, koeficient % analogicky opakovani devitiprvkového motivu.

Koeficient 0 je ur¢en vyskou nulové izolinie. Protoze je transformace pocitana pouze
z hodnot 0 nebo 1, tedy z funkce ekvivalentni obdélnikovym prub&htim, jsou spektra
zatizena urc¢itou mirou Sumu. Je tedy vyhodné provést vypocet vykonového spektra, a
Z jeho tvaru nasledné odhadovat vyskyt repeti¢nich struktur. Vypocet se provede podle

nasledujiciho vzorce:
V(x) = [F4|? + |Fc|? + |Fg|? + | Frl?,
kde V je vysledné vykonové spektrum a F, jsou spektra jednotlivych nukleotida.

Na dal$im obrdzku mutzeme vidét spektra pro jednotlivé nukleotidy a vykonové
spektrum kratké sekvence s vyskytem tetranukleotidové repetice. Hodnota spektralniho
koeficientu 0,25 je zvlasté vysoka ve vykonovém spektru; z miry jeho zastoupeni
Vv ostatnich spektrech Ize vyvodit, Ze se jedna o repetici sloZzenou z nukleotidi A, C a T,
kde C se vyskytuje vicekrat, zatimco A a T jsou rozlozeny stejn€. Mala mira nestejnosti,
pozorovatelna na obrazku mezi A a T je zpiisobena absenci posledniho nukleotidu A

Vv sekvenci. Jedna se tedy o zanedbatelny Sum.

40



Adenin
6 L T L L |5 L |5 T L

Zﬁ??TT @r@TV

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4 0.45 0.5

Cytosin
10 L T L L T L T T L
5~ i
X e @ ¢ T T e o o
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4 0.45 0.5
Guanin
1 L T L L T L T T L
(0
_l r r r r r r r r r
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4 0.45 0.5
Thymin
6 L T L L T L U T L

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4 0.45 0.5

Power
150 L T L L |5 L |5 T L
100 ~ -
50~ b
OC/' (T) @ r @ L @ @ r
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4 0.45 0.5

Obrazek 18: Spektralni koeficienty kratké sekvence s vyskytem TR ve formé "TCCA"
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4.3  Program pro grafické vyhledavani tandemovych
repetic

V programovém prosttedi Matlab byl vytvofen program pro vyhledavani
specifikovanych repetic v sekvencich nukleotidd. Program je ovladan pomoci

uzivatelského grafického rozhrani. Je zapotiebi také bioinformaticky toolbox.

Pomoci programové funkce lze pracovat se soubory ve formatu fasta a genbank,
které¢ jsou standardnimi formaty, ve kterych lze ziskat sekvence DNA z databaze
GenBank.

Po nacteni souboru se specifikuje velikost okna pro vypocet denzitnich vektort.
Ctyfi grafy vlevo zobrazuji vypodtené denzitni vektory. Je moZné nastavit meze

zobrazeni, jednd se v podstaté o zoom v X-soutadnicich.

Vyhledavani repetic neni plné automatické, je nutné nejprve nastavit velikost
hledané¢ repetice. Program podle toho sam urci velikost okna pro Fourierovu
transformaci. Toto okno je dale mozné zvétSit pomoci pole nasobice; délka okna je

zvé€tSena jako nasobek zadané hodnoty. Délka okna je urcena podle vzorce
0O =2-[(n+ 1)+ k-n], kde n je velikost hledané repetice a K je nasobic.

Vétsi délka okna zplisobuje sniZzeni vlivu Sumu za cenu rozostfeni okrajii
detekovanych repetic. Grafy zobrazuji zéavislost spektralniho koeficientu souvisejici
s hledanou repetici na posunu okna. Meze zobrazeni plati i pro tyto grafy. Oblasti
s vyskytem hledané repetice budou vykazovat vysoké hodnoty spektralniho koeficientu
pro danou repetici.
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Okro pro vypocet denzitnich vektord: Nasobi® velikosti okna pro vypocet

Oteviit soubor Délka hledané repetice: 1
<Meze > 5 5 1o o= gk .
Zavislost amplitudy vybraného spektralniho koeficient na pozici vypoéetniho okna:
Cely rozsah n
05t
Denzitni vektory:
10
0 . . . . . . . . . )
0 0.1 02 0.3 04 0.5 06 07 08 0.9 1
1c
051
05
0 \ \ . \ \ \ . . . )
1[1 0.1 0.2 03 04 05 0.6 0.7 0.8 0.9 1
0 . . . . . . . . . )
0 0.1 02 0.3 04 0.5 06 07 08 0.9 1
osf T
0 1 1 L 1 1 1 L L L I} 051
10 0.1 02 03 04 05 06 07 08 039 1
0 I 1 | 1 I I I 1 1 |
0 0.1 02 0.3 04 0.5 06 07 0.8 0.9 1
0sf 1
0 ' ' L ' ' ' L L L | 05|
0 0.1 02 03 04 05 06 07T 08 09 1
1
0 I 1 | 1 I I I 1 1 |
0 0.1 0.2 0.3 04 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1
0sf 1c
0 \ \ . . . . . . . | sl
0 0.1 02 03 04 05 06 07 08 09 1
Zobrazit vybrany Usek sekvenze
0 . . . . . . . . . )
0 0.1 02 0.3 04 0.5 06 07 08 0.9 1

Obrazek 19: Prazdné uzivatelské rozhrani programu

Ve spodni ¢asti je umisténo tlacitko, které slouzi zobrazeni mezemi vyhrazené
sekvence ve formé nastroje seqviewer.
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Obrazek 20: Denzity genu BOVTGN - vyskyt dinukleotidovych TR
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Obrazek 21: Zavislost vyvoje amplitudy spektralniho koeficientu 1/3 na pozici vypocetniho
okna v sekvenci

Obrazky vyse zobrazuji typicky vystup programu. Z grafii denzitnich vektort jsou
patrné oblasti oscilaci znacici vyskyt TR. Grafy amplitud spektralnich koeficienti sice
maji periodicky charakter, ovS§em nenaznacuji ptimy vyskyt sateliti s vybranou délkou
repetice 3 nukleotidy. Pokud je nastaveno hledani repetic o délce 2, tedy hledani repetic,
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které jsou obsaZeny v testovaci sekvenci, je vysledek nésledujici:

1

. ' A A ' A
[ 0o 200 0 &0 20 @00 700

. 4 L4 - - v v

—— Vyhzooe |
- 3 p
.

(]

. A A A F ' '
[} "wo 200 0 &80 “0 w0 T

Obrazek 22: Zavislost vyvoje amplitudy spektralniho koeficientu 1/2 na pozici vypocetniho
okna v sekvenci

Z graf je na prvni pohled jasny vyskyt repetic sloZenych z nukleotidi G a T.
Nabézna hrana téchto obdélniktli je obvykle ostiejsi a tim padem piesnéjsi, nez sestupna
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hrana. To je dano charakterem vypoctu okna Fourierovy transformace.

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

E I I I I I I T T T
— Adenin

| | |
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
E T T T T T T T I T
— Adenin

] 1 ] ] 1 |
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Obrazek 23: Pozicni zavislosti riznych spektralnich koeficienti pro adenin

Piiklad testovaci sekvence s obsahem trinukleotidovych TR — grafy nastaveni
vyhledavani postupné 2, 3, 4 nukleotidy dlouh¢ TR. Obdélniky ve druhém grafu znaci
vyskyt trinukleotidovych repetic. Tato obdélnikova struktura je jasnym indikatorem
vyskytu TR.

Je vidét, ze vyhledavani kratkych TR touto metodou je snadné a ucinné. Bohuzel
se zvetSujici se délkou TR klesa schopnost detekovat piesné¢ délku pomoci volby
spektralnich koeficienti. Nicméné analyza denzitnich vektord zistava stejnd 1 pfi
vyskytu velmi dlouhych satelitd. Pokud je okno pro vypocet denzitnich vektori zvoleno
o presn¢ stejné délce, jako je délka vyskytujici se TR, budou oblasti s vyskytem
reprezentovany vodorovnymi Carami, preruSovanymi jen lokdlnimi mutacemi. Ptiklad

na obrazku nize. Vyskytujici se repetice maji délku 27.
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Obrazek 24: Denzity sekvence s vyskytem TR o délce 27 pocitané oknem stejné délky
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Obrazek 25: Poziéni zavislost amplitudy spektralnich koeficient vySe zminéné sekvence

Po vykresleni grafického zobrazeni si uzivatel ur¢i meze s vyskytem TR, jak je
patrné z danych grafi a sekvenci ohrani¢enou mezemi si zobrazi tlacitkem ,,Zobrazit

vybrany usek sekvence“. Sekvence je nasledné zobrazena v zabudovaném prohlizecim
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nastroji programového prostredi Matlab.

4.4  Srovnani s online vyhledavaci
K testovani naprogramovaného vyhleddvace na principu analyzy denzitnich

vektorti byly pouzity stejné sekvence, kterymi byly testovany vyhledavace viz kapitola
4.3.1.

Test_1.fasta — dinukleotidové repetice bez mutaci

Podle ocekavani byly lokace s vyskytem bez problémi graficky lokalizovany.
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Obrazek 26: Amplitudy spektralnich koeficientd 1/2
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Obrazek 27: Detail na oblast vyznacenou v obrazku 27

Test_2.fasta — bézna sekvence s vyskytem mutaci

V tomto piipadé maji grafy denzitnich vektordi pomérné malou vypoveédni
hodnotu. Lze vyvodit zavér, Ze presnost detekce analyzou denzitnich vektorti je

nachylna k mutacim. Volbou vhodnych hodnot hledané repetice a velikosti okna lze na
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grafu vykonového spektra rozeznat vyskyt repetic ve formé piku. Presna lokalizace je
ovsem problematicka.

Denzitni vektory:
1 T I T T T

— Adenin
05 -
U 1 1 ||[—| Il 1 Hﬂ 1
1[] 100 200 300 400 500 600
— Cytosin
) N\I\}WM _
U 1 1 1 ﬂﬂ—‘ 1 1 1
0 EU 100 200 300 400 500 600
— Guanin
06 -
0.4 -
0.2 \ ” -
U f 1 1 1 1 1
0 100 200 300 400 500 600
U.B 1 1 1 1 1
— Thymin
06+ .
04 H _
0.2 .
U 1 1 I ” ” I
0 100 200 300 400 500 600

Obrazek 28: Detail denzitnich vektora
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Zavislost amplitudy vybraného spektralnino koeficient na pozici vypocetniho okna:
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Obrazek 29: Detail amplitud spektralnich koeficientti
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Test_3.fasta — detekce dlouhé, zdanlivé dinukleotidové repetice

Denzitni vektory: Zavislost amplitudy vybraneho spektrélniho koeficient na pozici vypocetnino okna:
10 T T T T T T T T
08 — . . .
06 1 5 p
04
0 I 1 1 I 1 sl
0.2 0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
10 T T T T
0 I I I 1 I 1 1 I 1
0 EU 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
; |
06 1
04y 1 o || L MLl ]| I L L Il
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
02 1 10 T T T T
Guanin
U | 1 L | 1 | 1 1 | 1
0 EU 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5 |
06 1
0 1 | 1 1 1 1 |-| 1 1 1 H |-I|
04H 4 0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
15 T T T T
02 - =
10 R
U L L L L L L " L L 1 I IH
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
08 ‘ T T ‘ T T ‘ T
[] 5 [ ] 0 1 1 | 1
: 0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
300 T T T
02 {200 E
0 I 1 1 I 1 I 1 1 I 11100 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000

| 1 1 I 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000

Obrazek 30: Grafy denzitnich vektord a amplitud spektralnich koeficientt

Diky tomu, Ze je testovaci sekvence malo zmutovand, 1ze TR snadno lokalizovat
z graf denzitnich vektord. Jelikoz se nejednd o automatizovanou detekci, nelze

povazovat detekci vyskytu cytosinu za prednost.
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Test_4.fasta — silné zmutované repetice

Denzitni vektory: Zévislost amplitudy vybraného spekiralniho koeficient na pozici vypotetniho okna
15 T

o . ‘ .
.

0.4
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15 T T T
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04 0 L h ! L ! L
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02 10 R
[] L Il 1 L Il 1 1 L 1 5 i
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0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 % 50 7000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500

Obrazek 31: Grafy denzitnich vektori a amplitud spektralnich koeficientt

V tomto piipadé program neposkytnul zadné vazné interpretovatelné informace.

Vzhledem k mife mutace sekvence se jedna o o¢ekavany vysledek.
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Test_5.fasta — evolu¢ni mutace

Okno pro wpocet denzitnich vektord: Nasobit velikosti okna pro vypoiet
Oteviit soubor 24 Délka hledané repetice: 5 3
4470 < Meze > 4630 Vybrané spektralni koeficienty jednotiivych nukleotidi:
- 8 T T T T T T T T
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200
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Zobrazit vybrany tisek sekvence

1 ! 1 ! ! !
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Obrazek 32: Detail na evoluéni mutaci TR

Program byl schopen nalézt vyskytnuvsi se repetice, které jsou ale viditelné
v detailu. Na obrazku si 1ze pov§imnout, jak se ménily hodnoty denzit a spektralnich
koeficientl pfi evoluéni mutaci. Program se k evoluénim mutacim chové jako k vyskytu
nového typu repetice, coZ ostatné evolu¢ni mutace je, a detekuje ji obdobné. Mensi
problém nastdva, jedna-li se o mutaci ve form¢ inzerce nebo delece. V takovém piipade
je nutno zmeénit hodnotu hledané repetice. Zda je to nutné, napovi mirnd zmeéna
V hodnotach denzitnich vektord a zdsadni zména v hodnotach korelacnich koeficienti.

Z toho vyplyva, ze mutace zobrazend na obrazku je mutace bodova.
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4.5  Shrnuti vysledki

Metoda vyhledavani tandemovych repetic pomoci analyzy denzitnich vektord a
vektorli vyvoje spektralnich koeficientli se jevi jako metoda pouzitelnd a efektivni
piredevsim pro vyhledavani kratSich tandemovych repetic s niz$i az stfedni mirou
mutaci. Programové a predevSim konkrétni grafické zpracovani limituje vyuziti této
metody pro vyhledavani delSich repetic nebo v delSich sekvencich. Narocnost vypoctu

spektralnich koeficientli navic roste exponencialné s velikosti vyhleddvané repetice.

V porovnani s ostatnimi programy ma ovSem program znac¢nou vyhodu ve
flexibilité, pfedev§im v moznosti okamzité Uipravy parametrii a rozsahu zobrazeni bez
nutnosti opétovného nahravani vstupnich dat, jak je tomu u dvou ze tii ostatnich

vyhledavaci.

Nevyhodou je nutnost manudlni alokace repetic pfi poZadavku na piesné urceni
vyskytu. Na druhou stranu je to nejpfesnéj$i mozny zpusob detekce a program tuto

alokaci usnadnuje.
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ZAVER

Cilem této prace bylo seznameni s pojmem tandemové repetice a s metodami
jejich vyhledavani. Byly zminény pojmy DNA a genomika a jejich vyznam. Dale byly
rozebirany definice a popis tandemovych repetic, divod jejich vyskytu, jejich vznik a
vyznam v DNA, resp. bunééném jadfe, a jejich vliv na zivy organismus. Kratce byly
popsany moznosti jejich vyuziti.

Dalsi ¢ast prace se veénovala vyhledavani repetic. Byly zminény genomické
internetové online nastroje k volnému vyuziti, a to pfedev§im vyhledavace
tandemovych repetic. Dale byly vybrany tfi néstroje podle jejich dostupnosti a
vyuzitelnosti, které byly analyzovany tak, aby mohly byt popsany algoritmy, podle
kterych pracuji, a protoze jejich algoritmy jsou pfiili$ slozité, byl alespon stru¢né popsan
princip a vysvétleni parametri. Déale byla zhodnocena jejich uzivatelsky snadna
ovladatelnost.

Pro dalsi ¢ast byl v programovém prostiedi Matlab naprogramovan generator
sekvenci s obsahem tandemovych repetic pro dalsi testovani vybranych internetovych
vyhledavact. Generator obsahuje velké mnoZzstvi vstupnich parametri pro vytvoreni
vhodnych sekvenci k otestovani moznosti a riznych vlastnosti danych vyhledavaci.
Poté bylo provedeno samotné testovani. Testovalo se na péti vygenerovanych
sekvencich rtizné povahy. Déle byly prezentovany, srovnany a zhodnoceny dosazené
vysledky jednotlivych vyhleddvaci. Poté bylo provedeno zhodnoceni samotnych
vyhledavaci.

V dalsi casti byla popsana nova metoda vyhledavani tandemovych repetic,
vytvotfeny algoritmy a sestrojen program s uzivatelskym grafickym rozhranim v
programovém prostiedi Matlab. Induktivnim zplisobem bylo popséno, jak program
pracuje a jak se obsluhuje.

Tato metoda byla nasledné otestovana na né€kolika testovacich sekvencich, a to
pfedevsim na modelovych ptfipadech, kterymi byly testovany internetové vyhledavace.
Vysledky testovani programu byly srovnany s vysledky online vyhledavach a nasledné
zhodnoceny.

V posledni fad¢é nasledovalo zhodnoceni této metody vyhledavani tandemovych
repetic.
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