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ABSTRAKT

V této diplomové praci jsou V teoretické ¢asti popsany metody uprav DNA sekvenci
pro frekvencéni analyzu a zdkladni vlastnosti DNA. Vyuzitim kratkodobé Fourierovy
transformace jsou vytvoreny barevné spektrogramy, pomoci kterych mizeme rozpoznavat
nekteré charakteristické vzory v DNA. V praktické ¢asti prace je popsan program slouzici
k vytvoteni spektrogrami a k nasledné analyze. Dale je vytvofena analyza vybranych tseku
genomu C. elegans. Nalezené vzory jsou porovnany s daty z databaze NCBI. Je zde
poukazano na vztah vytvofenych spektrogramli a oblasti kodujicich proteiny. Jsou zde
uvedeny spektrogramy dobie rozeznatelnych vzorti tvofenych tandemovymi repeticemi

sloZenymi ze satelitil, mikrosatelitd a minisatelitd.

ABSTRACT

Various methods of DNA sequences modifications for frequency analysis and basic
characteristics of DNA are described in the theoretical part of this thesis. Tricolor
spectrograms, created by short time Fourier transform help us to recognize some characteristic
patterns in DNA sequences. Practical part of this work deals with developed programme
which generates spectrograms and analyse them. Last part deals with the analysis of selected
sequences of C. elegans genome. Some patterns are related to data of public databases such as
NCBI. Various patterns are explained from the biological nature, which relates to
chromosome structure and protein coding regions. Another well recognised patterns, tandem
repetitions composed of satellites, microsatellites and minisatelites are described by

spectrograms as well.
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1. UVOD

DNA tvofi zakladni piedpis stavby Zivoéisnych a rostlinnych organismi na zemi. S
pokroky v oblasti sekvenovani DNA jiz dnes mame dostatek materiald (sekvenci
nukleotidovych prvki A, C, T, G) jednotlivych zivoCichi. Na zakladé DNA mulzeme
napiiklad: sestavovat evolu¢ni stromy, vyhledavat podobnosti mezi jednotlivymi druhy,
diagnostikovat choroby a vcasné k nim urcit nachylnost, modifikovat geneticky plodiny,
pomoci pii ureni pachatele zlofinu nebo ureni otcovstvi (paternity). Cilem védcu je
porozuméni DNA, hlavné funkci jednotlivych gent, coz by mélo obrovsky dopad na budouci
vyvoj lidské populace. Pomoci genové terapie bychom mohli z lidské DNA odstranit
"Skodlivy kod" jako je napiiklad ptredpoklad k dédiénym chorobam a mnohem vice.
Manipulaci s genomem hospodéiskych plodin 1ze vyslechtit odolné odriidy, které budou mit
zasadni vliv na uziveni stale rostouci populace zeme.

Pro porovnavani DNA sekvenci je mozné vyuzit korelaci, ale pro zobrazeni a
predstavu struktury dlouhych fetézcli je zapotiebi jinych metod. Zpravidla se fetézce
nukleotidovych prvki prevadi pro dalsi zpracovani na ¢islo, kde se vyuziva sofistikovanéjsich
metod, jako je zobrazeni ve frekvencni oblasti. Schopnost extrahovani novych poznatkl zavisi
na zobrazeni. Clovék zpracovava téméi 80 % poznatkll z okolniho svéta pomoci oéi, proto se

nabizi vhodné vyuziti barevnych spektrogramd.



2. TEORETICKY ROZBOR BIOLOGICKA CAST

2.1 DEOXYRIBONUKLEOVA KYSELINA ( DNA)[2][4]

DNA je nukleova kyselina, ktera je nositelkou genetické informace vSech organismil s
vyjimkou nékterych nebunéénych, u nichz hraje tuto ulohu RNA (napt. RNA viry). DNA je
tedy pro zivot nezbytnou latkou, ktera ve své struktuie koduje a bunkam zadava jejich

program a tim piedurcuje vyvoj a vlastnosti celého organismu.

U eukarotickych organizmu (jako jsou napf. rostliny a Zivo¢ichové) je DNA uloZena
vzdy uvnitf bunééného jadra, zatimco u prokyryot (napt. bakterie) se DNA nachazi volné v

cytoplazmé. Genova vybava &lovika obsahuje priblizné 3,2 x 10° vazebnych parii (3,2 Gbp).

DNA je biologicka makromolekula tvoiena dvousroubovici se dvéma fetézci nukleotidd v
obou vlaknech (viz. Obr. 1). Nukleotidy se skladaji z heterocyklické dusikaté baze, které jsou
vzajemné propojeny pomoci vodikovych miustkii. Spojeni jednotlivych bazi neni déano
nahodn¢, ale je ucfeno snahou zaujmout energeticky nejvyhodnéjsi konformaci v ramci
dvousroubovice (tzv. komplementarita bazi). Situace propojeni bazi je znazornéna pomoci
strukturnich vzorcti na Obr. 2. Mezi sousednimi bazemi piisobi van der Waalsovy sily, které
pomahaji k celkové stabilit¢ molekuly. V kazdém vldknu je tatdz informace, pouze s tim

rozdilem, zZe jde o vzéjemny ,,negativ (viz. Obr. 1):

o fosfat (vazebny zbytek kyseliny fosforecné)
o deoxyribdza (pétiuhlikovy cukr - pent6za)
« nukleove baze

o purinové (adenin A a guanin G)

o pyrimidinové (thymin T a cytosin C).
Jednotlivé dusikaté baze se mezi sebou spojuji podle jednoduchého klice:

e Ao T+Te A (vzdjemné jsou spojeny dvema vodikovymi vazbami)
e Co G+ G e C (vzdjemné jsou spojeny tremi vodikovymi vazbami)



H Guanin

Cytosin

Obr. 2: Strukturni vzorce bazovych prvkld s nazna¢enymi vodikovymi vazbami.
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2.1.1 Urovné struktury DNA

DNA lze rozdélit na tii zdkladni struktury primérni, sekundarni a vysSi Urovné.
Primarni struktura je ddna poradim nukleotidii a pfimo urcuje genetickou informaci (napft.
atcgtagctacg). Sekundarni struktura udava formu stoeni dvousroubovice (helix), jejiz
zékladni model Ize popsat nasledujicimi znaky: sestdva se ze dvou komplementarnich
antiparalelné orientovanych polydeoxyribo-nukleotidovych fetézci ovijejicich spole¢nou osu
usporddanych tak, ze pary bazi smétuji dovniti Sroubovice a opornd deoxyribdzofosfatova
kostra sméfuje napovrch. DNA mize na sekundarni urovni vytvaret rtzné struktury
v zavislosti na konkrétni sekvenci a vlastnostech prostfedi (vlhkost, iontova sila apod.).
Rozeznavame 3 typy konformaci (viz. Obr. 3):

e Typ A (pravotociva, 10 bp na otacku, pramér vlakna je 2,3 nm)
e Typ B (pravotociva, 11 bp na otacku, pramér vlakna je 1,9 nm)

e Typ Z (levotociva, 12 bp na otacku, pramér vlakna je 1,8 nm)

B DNA

Obr. 3: Druhy sekundarnich typa sto¢eni Sroubovice DNA. [4]

Typ B se v zivych buiikach vyskytuje nejcastéji a piedstavuje konformaci popsanou
Watsonem a Crickem. Typ A se v bunkach vyskytuje za nizSich vlhkosti (ve sporach
mikroorganismil). Typ Z se uplatiiuje pii procesu rekombinace neékterych regulacich genové
exprese (napf. pfi aktivaci urcitych gend). Sekundérni struktura DNA muzZe piechdzet ve

strukturu primarni a naopak, takovéto déje nazyvame denaturace (tepelnd, resp. chemicka) a
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renaturace. Reverzibilita pfechodi se uplatiuje v zdkladnich molekularné-genetickych
procesech, jakymi jsou replikace a transkripce DNA.

Vys§§imi trovnémi struktury se rozumi tvar stoeni sekundarni struktury v prostoru.
Dochazi ke vzniku nadSroubovice (superhelixu), ktera byva oznaCovana jako terciarni

struktura DNA. Jednotlivé urovné struktury DNA jsou zobrazeny na Obr. 4.

Obr. 4: Vyssi urovné skladani molekuly DNA az do Chromatinu. [4]

2.1.2 Chromozomy

Jsou schopné samostatné funkce pfi pienosu informaci. Zakladni stavebni jednotkou
chromozomu jsou tzv. nukleosomy. Jejich spiralizaci vznikaji chromatinova vlakna, jejichz
nasledna spiralizace tvoti vlastni chromozom.

Struktura chromozomu je nejcastéji v podobé dvou ramének, mezi kterymi je ztencend
oblast tzv. centromera. Chromozomy se lisi velikosti ramének (kratké raménko se oznacuje
jako p a dlouhé jako ). Soubor chromozomii se oznacuje jako karyotyp, u ¢lovéka se sklada
z 23 part. Z toho 22 part jsou autosomy (tvoii homologni pary) a posledni par je heterologni
(Zeny maji heterologni chromozom XX a muZi XY, nazyvame je pohlavni chromozomy
(gonosomy)). Podle uloZeni centromery dé€lime chromozomy na:

e Telocentrické (jedno raménko)
e Metacentrické (dve stejné¢ dlouhd raménka)
e Submetacentrické (jedno raménko je mirné kratsi)

e Akrocentrické (jedno raménko je znacn¢ kratsi)
Podle nejnovéjsich studii je muzZsky chromozom Y nejrychleji se vyvijejicim

chromozomem vzhledem k tomu, Ze neni parovy a nema tak kopii, pomoci které by provadeél

samoopravu. Jednotlivé geny v ném obsazené jsou vSak zrcadlové zdvojeny. Toto zjiSténi
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bylo u¢inéno na zaklad€ porovnani s chromozomem Y Simpanze, kde bylo docileno odli$nosti
0 30 %, zatimco ostatni chromozomy se lisi o 1,5 - 2 %.

Koncové ¢asti jadernych chromozomui eukaryot se nazyvaji telomery. U ¢lovéka jsou
tvofeny az 2000 opakovanimi sekvenci ,,5-TTAGGG-3"“. Béhem replikace dochazi ke
zkracovani telomer o 50 - 200 part bazi. Délka telomer je tedy markerem aplikativniho stafi
bunék a urcuje, kolikrat se jest¢ muzou rozdélit. Dle studie [12] je délka telomer vyrazné

ovlivnéna stresem.

Obr. 5: Chromozom X (vlevo) a chromozom Y (vpravo) — H. sapiens sapiens. [25]

2.1.3 Replikace DNA

Replikace DNA je proces zdvojeni DNA obsazené v bunééném genomu. Vzhledem
k odlisnostem mezi buitkami prokaryotickymi a eukaryotickymi existuji i odliSnosti v procesu
jejich replikace. Nicméné nékteré znaky jsou spoleéné. Nejdiive je vytvofena replika¢ni
vidlice pusobenim enzymu helikazy. Proces replikace je semidiskontinudlni, nebot’ jeden
fetézec (tzv. vedouci) je syntetizovan kontinudln€, zatimco druhy (tzv. opozd’ujici se nebo
vaznouci) je syntetizovan diskontinualné v isecich oznaovanych jako Okazakiho fragmenty.
Kazda replika ptivodni mateiské DNA se sestava z Casti ptivodni molekuly a jednoho nové
syntetizovaného fetézce, proto nazyvame tento d¢j semikonzervativni. Proces replikace DNA

je popsan na Obr. 6.
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Primaza
DNA ligaza Primer
DNA polymeraza

Opoid’ujici se fetézec

DNA polymeraza
Helikaza
SSB proteiny

Obr. 6: Replikace DNA u eukaryot. [4]

2.2 GEN

Zakladni jednotkou genetické informace je gen, tvofeny linedrnim usporadanim
nukleotidii. Lze ho definovat jako urcity isek DNA (u RNA- vird tusek RNA), ktery obsahuje
informaci o struktufe urcitého proteinu nebo o vazbé specifickych molekul proteind
k molekule DNA. Geny, které koduji primarni strukturu néjakého proteinu, se oznacuji jako
geny strukturni. Geny, které nepodléhaji translaci, nazyvame funkcéni RNA (tIRNA a rRNA).
Geny regulacni obsahuji informaci nutnou pro rozpoznani specifickym proteinem.

Funkeci gentli je vytvofeni konkrétniho znaku (napf. barva oci). Determinace jednoho
znaku jednim genem se vyskytuje vzacné. Mnohem castéji je realizace znaku zpisobena
plisobenim vétsiho poétu genii. Rikame pak, Ze znak je zavisly na genovych interakcich.

Prevod genetické informace ulozené v DNA je slozity proces ozna¢ovany jako exprese
genu. Na molekul&rni urovni probihd ve dvou stupnich:

e Transkripce (ptepis) — obdobné replikaci DNA, dojde k oddéleni vldken a dle
principu komplementarity je vytvoreno mRNA vlakno
e Translace (pteklad) — z poradi nukleotidli mRNA se provede pteklad do potadi

aminokyselin v peptidovém fetézci (tj. do primarni struktury bilkoviny)

Struktura genu je znazornéna na Obr. 7. Promotor je ¢ast molekuly DNA nutny pro

spusténi transkripce genu (napt. CAAT, TATA). Neptelozené oblasti mRNA (5' UTR a 3'
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UTR) uvozuji zacatek a konec kodujici sekvence, jejich roli je zvySeni stability mRNA,
lokalizace mRNA a fizeni transla¢ni G¢innosti. Kodujici sekvence se sklada z intronii a exonii.
Introny se neptekladaji do proteinu a jsou ,,vystfihnuty* béhem tvorby mRNA mechanizmem
zvanym splicing. Exony tvofi kodujici oblast, podle niz obvykle v procesu translace vznika
bilkovina. Zajimavou vlastnosti exonl je 3 bazova perioda. Nalezeni 3 bazové periody je
jednim ze zakladnich predpokladii pro nalezeni kodujici oblasti. Metody lokalizace exoni

jsou popsany naptiklad v literatute [8], [22].

TransKkriptovana oblast genu

S'UTR . 3'UTR
Kodujici sekvence

Promotor/ Exon 1 Exon 2 ‘Terminator
Intron

Obr. 7: Struktura genu.

2.3 ZAJIMAVE OBLASTIV DNA

2.3.1 CpG ostrovy
Jedna se o oblasti DNA bohaté na CG nukleotidy. Tyto useky se ze 70 % nachézeji

Vv oblasti promotort, tudiz jsou dobrym ukazatelem zacatku genu. CpG znaci cytosin (C),
fosfatovou vazbu (p) a guanin (G).

Existuji dvé rizné definice pro uréeni CpG oblasti. Prvni je z literatury [10] a tika, Ze
za CpG oblast lze povazovat usek minimalné 200 bp, kde je obsah CG vétsi nez 50 % a
pomér pozorovanych/ocekavanych CpG je vétsi nez 0,6 (tento pomér se vypocitd jako
Pocet(C)*Pocet(G)/Délka segmentu). Druha definice z literatury [11] uvadi za CpG oblast
sekvenci delsi nez 500 bp, kde je obsah CG vétsi nez 55 % a pomér
pozorovanych/o¢ekavanych CpG je vétSi nez 0,65. Tyto oblasti jsou v barevném

spektrogramu lehce rozeznatelné, jak je uvedeno napiiklad na Obr. 24.
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2.3.2 Repetitivni DNA

Kodujici 1 nekodujici oblasti DNA mohou byt unikatni, anebo se miizou nachazet
v genomu ve vice identickych nebo podobnych sekvencich. Sekvence s vysokym poctem
kopii nazyvame repetitivni sekvence. Jestlize se kopie motivu vyskytuji v blocich za sebou,
hovoiime o tzv. tandemovych repeticich. Pokud jsou repetitivni sekvence rozptylené
Vv genomu oznacujeme je jako rozptylené repetice. Rozptylené repetice se dale déli na
transpozony (pfesouvaji se bez nutnosti replikace) a retrotranspozony (tvoti az 45 % lidského
genomu, mnozi se, oznacuji se ,,junk DNA®).

Tandemové repetice se dale déli dle délky repetice. Nejdelsi repetice jsou nazyvany
satelity. Satelitni DNA je hojnd v oblasti centromer a konstitutivniho heterochromatinu.
Opakovany vzor se pohybuje od 1 bp aZz po blok nékolika Mbp. Minisatelity jsou kratsi
tandemové repetice v rozsahu kbp, které se vice vyskytuji v subtelometrickych oblastech
chromozomut.. Vzor minisatelitu nabyva délek od 6 do 100 bp. Obvykle jsou vysoce
polymorfni co do poc¢tu opakovani jednotky repetice a pouzivaji se jako genetické markery
(VNTR). Genetické markery jsou oblasti DNA, které mohou byt jednoduse identifikovany a
pouzivaji se pii popisu variace druhli. V tomto piipadé¢ se jedna o proménny pocet
tandemovych repetic na dané pozici. Mikrosatelity jsou zpravidla tvofeny opakovanim 2 az 6
bp s mnozstvim repetic ziidka ptrekracujicim stovky. Mikrosatelity jsou v genomu velice Casté
a vysoce polymorfni, jsou proto hojné pouzivany jako genetické markery [13], [14] a [24].

Tandemova repetice tvofend minisatelity je zobrazena na Obr. 8. Repetice dosahuje
délky 5,5k bp a je na spektrogramu oznacena Zlutymi horizontalnimi Carami. Nejsilngjsi
opakovany vzor pocind na 19 kbp a kon¢i na 56 kbp (délka 37 kbp). Minisatelit je zde dlouhy
5 kbp a v tandemové repetici jich miizeme napocitat az 11. Spektrogram zobrazuje gen LPA
kodujici apolipoprotein, jehoz koncentrace je spojovana s rizikem kardiovaskularnich
onemocnéni, nachazi napiiklad na 6 chromozomu Homo sapiens (GRCh37.p2 - oblast dlouha
134.89 kbp od 160952515 do 161087407 bp). Spektrogram byl pofizen s nastavenim velikosti
okna 500 bp, ptekrytim oken 450 bp a Hannovym typem okna.

Obr. 9 a) ukazuje jiny typ tandemové repetice s délkou minisatelitu 95 bp a délkou
repetice 5 kbp. Jedna se o Il chromozom C. elegans v rozmezi 7,40 - 7,45 Mbp. Mizeme si
zde povSimnout, Ze tandemova repetice je prerusena sekvenci bez opakovani a jinym

minisatelitem.  Opakovanym  minisatelitem s  mirnymi  odliSnostmi tu  je
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"TTTCCCATTCATTTGTCTACATAGGGCATCGAAAAGCACCCAATATTTAGAGAACAGAA
GATTTTGAGAATTACTGCCTCCAGAAATTGATGATT".

Mikrosatelity se pomoci spektrogramu hledaji htife, jelikoZ se jednd o malé oblasti.
Ukazkou mikrosatelitu zobrazeného pomoci spektrogramu muze byt sekvence Echinococcus
granulosus clone 647 microsatellite (AY680844.1) na Obr. 9 b). Ziskana s nastavenim délky
okna 10 bp a prekrytim 9 bp. Mikrosatelit je zde opét vyznacen pomoci vertikalnich zlutych
¢ar a nachazi se na pozici 270 - 290 bp.

Homo sapiens (GRCh37.p2)

e _— -
3 T T ; 7 m 7

Period
S

Position in sequence x 10

Obr. 8: Ukazka tandemové repetice tvofené minisatelity.

C. elegans, chromo;om ITT, 7,4 Mbp -7,46 Mbp Echinococcus granulosus clone 647 microsatellite (AY680844.1)

Period

4 T4 4 74 T4 14

a) Posiion in sequence e b)

200 250 300

Position in sequence

Obr. 9 a) Ukazka tandemové repetice tvofené minisatelity, b) Ukazka

tandemové repetice tvofené mikrosatelity.
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2.4 DNA A CLOVEK (H. SAPIENS SAPIENS)

Lidské t€lo obsahuje okolo 100 trilionii bun€k, které navzajem spolupracuji. Vyjimkou
jsou bezjaderné Cervené krvinky, které neobsahuji DNA. VSechny ostatni buiikky obsahuji
lidsky genom, coz je fetézec 3,3 miliard nukleotidu.

Kazda jaderna buiika tedy obsahuje stejnou DNA. Produkce novych bunék je zavisla
na schopnosti "zapinat" a "vypinat" rizné oblasti informace (DNA), které¢ obsahuje. Jadro
buiiky je oddéleno pomoci membrany od okoli buiiky a slouzi jako fidici stfedisko regulujici
svij rast, metabolismus a reprodukci. Srdcem jadra buniky je lidsky genom sloZzeny z dvou
seti 23 chromozoml (celkem tedy 46 chromozomil). Kazdy rodi¢ pfispiva tedy 23
chromozomy. Okolo 97 % lidského genomu nekdduje proteiny a nema znamou funkci,
takovéto Casti DNA nazyvame odpadni DNA (,,junk DNA®). Odhaduje se, Ze ¢lovek je
vybaven okolo 25 000 geny. Na zaklad¢ genil je kontrolovdno téméf vSe, pocinaje ristem
bunék a jejich interakci az k inteligenci a psychologii daného jedince. Gen mize byt kodovan
ruznou délkou bazi od nékolika 100 bazi az po n¢kolik miliénl. Dva riizni lidé na zemi se lisi
v 1 bézi na 1000 bazi, coz pti poctu 3,3 Gbp znamend, ze se od sebe odliSujeme na zakladé
DNA pouze o 0,1%. Zatimco od Simpanze (Pan troglodytes), naseho nejbliz§iho pfibuzného
dle komparativni genomiky, se lisime o cela 2 % (66 Mbp). [21]

Za vyvoj jednotlivych druhti vdé¢ime evoluci, jez je zplisobena mutacemi a zakony
ptirody (pfeziva a rozmnoZuje se jen ten nejsilnéjsi). VétSina mutaci probihajicich v genomu
je negativnich a nevede tak k pozitivnimu vysledku pro organizmus. Pokud se negativni
mutace uplatni jiz u embrya, konc¢i vétSinou takovéto poceti spontannim potratem, aniz by si
néceho Zena vSimla. Nékteré studie uvadeji, ze az 25-50 % poceti konc¢i spontannim potratem.
Statisticky je déano, Ze u kazdého tretiho clovéka dojde behem Zivota k nebezpe¢nym
mutacim, které¢ jsou souhrnné oznacovany jako rakovina.

Jako kratky ptiklad genetické mutace v evoluci bych uvedl neddvnou mutaci
umoziujici zpracovani laktozy (mlécného cukru) v dospélosti. VSichni lidé jsou schopni
zpracovavat laktozu jako malé déti. Lidské matetské mléko obsahuje nejvyssi podil laktozy ze
vsech zivocichi (asi 8 %) a je tedy dilezité pro spravny vyvoj lidskych mlad’at. Laktoza je
vSak stravitelnd jen v ptfipadé, ze buinky stén tenkého stieva vyrabi bilkovinu laktdza, ktera
rozklada laktozu na jednoduché cukry: galaktozu a glukozu. Tyto jednoduché cukry pak uz

mohou prochazet ptes sténu stieva do krevniho obéhu jako zdroj energie pro buiiky vSech
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organt. Lidé s touto mutaci na druhém chromozému DNA, genu slouzicim pro tvorbu
enzymu laktazy mohou Iépe zuzitkovat okolni zdroje pro své pieziti nez lidé bez této mutace.
V obdobi, kdy nebylo tolik potravy, byli lidé schopni zpracovavat laktézu zvyhodnéni, a proto
doslo k jejich vyssi reprodukci. Schopnost rozkladat laktozu se vyskytuje piedevSim v
oblastech, kde se kravy chovaji pro vyrobu mléka. Gen kodujici laktézu zcela chybi u
puvodnich americkych indiand, z velké ¢asti se neobjevuje u Eskymakl a obyvatell stfedni a
jihovychodni Asie. [15]

Vyvoj v oblasti genetiky a bioinformatiky jde neustile vpted. Uplynulo 10 let od
ziskani celého genomu ¢lovéka rozumného (H. sapiens sapiens) a védci po celém svété se
neustale snazi porozumét vSem informacim v ném skrytym. Nebude to trvat dlouho a piijde
doba, kdy se nauc¢ime manipulovat a obohacovat lidsky genom a zuSlechtovat tak lidskou
rasu. Schopnost manipulovani s DNA s sebou nese spoustu etickych otdzek. Ale pfi spravném

pouziti bychom mohli byt schopni vymytit civiliza¢ni choroby.

25 RIBONUKLEOVA KYSELINA (RNA)

Obdobné jako u DNA se jedna o makromolekulu tvofenou vzajemné spojenymi
nukleotidy. Spoleénymi rysy jsou stfidajici se fosfatové a cukrové slozky a dusikaté baze
adenin (A), cytosin (C), guanin (G). Komplementarni bazi pro adenin je uracil (U). RNA je
obvykle jednovlaknova a cukr v fetézci neni deoxyribdza (jak tomu je u DNA) nybrz riboza.
Schopnosti RNA je nést genetickou informaci a zaroven pilsobit jako katalyzator
biologickych reakci. RNA se miize vyskytovat ve tfech strukturnich wrovnich: primarni,
sekundarni a tercialni. Zakladni rozdily ve struktufe RNA vzhledem ke struktuie DNA jsou
uvedeny na Obr. 10. Zakladné déleni RNA:

e Mediatorovda mRNA — piekladana pfimo z genové sekvence DNA
e Nekodujici RNA — nenese informaci o struktuie proteinu
o tRNA - zajistuje transport aminokyselin k ribozomu
o TIRNA - podili se na stavbé ribozomt a spolutcastni se procesii, které
se na nich realizuji (proteosyntéza)

o MIRNA - regulace genové exprese nékterych gent
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Obr. 10: Odlisnost RNA (ribéza, uracil) od DNA.

2.6 SEKVENOVANI DNA

Sekvenovani DNA je souhrnny termin pro biochemické metody, jimiZ se zjiStuje potradi
nukleotidovych bazi (A, C, G, T) v sekvencich DNA. Tyto sekvence jsou soucasti dédi¢né
informace v jadru.

Dnes je znamo obrovské mnozstvi metod sekvenovani DNA. Od sedmdesatych let 20.
stoleti je pouzivana zejména metoda Fredericka Sangera, ktera vyuziva v klasické podobé
dideoxynukleotidi a nasledné elektroforézy. V posledni dobé se do poptedi dostava hlavné
pyrosekvenovani. Cilem je nalézt metodu dostate¢né rychlou a levnou. Sekvenovani DNA je
uzitecné nejen v zakladnim vyzkumu biologickych procest, ale i v aplikovanych oborech,
jimiz je diagnostika nemoci ¢i forenzni medicina nebo fylogenetika. Obr. 11 zobrazuje

ziskanou sekvenci DNA.

(%]

Obr. 11: Sekvence DNA. [7]
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2.6.1 Metody sekvenovani [4][7]

Jelikoz problematika sekvenovani je slozita zalezitost a vysvétleni principt neni cilem
prace, uvedu zde jen chronologicky seznam zptisobu sekvenovani:
e Maxam-Gilbertova metoda
e Sangerova metoda
e Pyrosekvenovani

e Nové metody (Whole-genome shotgun , Clone-by-clone)

2.7 HADATKO OBECNE (CAENORHABDITIS ELEGANS)

C. elegans je voln& Zijici nepatogenni piidni helmint z kmene hlistic. Zije v pidé po
celém svété a je vyznamnym modelovym organizmem, jehoz vyzkum zapocal v roce 1974.
Jde o transparentni mikroskopicky organizmus, 1 mm dlouhy, zivici se bakteriemi
z rozkladajicich se materiald. Vyskytuje se v dvou pohlavich, muzské (obsahujici jeden
chromozom X) a jako hermafrodit (obsahujici dva chromozomy X). Ob¢ pohlavi maji pét
para autosomatickych chromozom.

Jednd se o prvni mnohobunéény organizmus, u n¢hoZ byl osekvenovan kompletni
genom (r. 1998 — 97 Mbp). Na zaklad¢ studie C. elegans byla popsana apoptoza
(programovatelna bunééna smrt). Skenovanim genomu C. elegans vedlo k vyvoji novych
technologii slouzicich k oskenovéani lidského genomu. Vyhodou tohoto modelového
organizmu je jeho nendro¢nost, lehka adaptivita na laboratorni prostiedi, kratky Zivotni cyklus
(ptiblizné 2 tydny) a vysoky pocet potomka (300 za prvni 4 dny dospélosti). Celkovy pocet
somatickych bunék béhem postembryondlniho vyvoje stoupne u hermafroditli na 959 a na
1031 u samecki.

Anatomie té€la C. elegans je jednoducha a jednotlivé tkan¢ a bunky se daji snadno
pozorovat (viz. Obr. 12). Zazivaci trakt tvoii usta, jicen, vlastni stfevo a koneénik. Svalové
buriky jsou organizovany ve ctyfech podélnych fadach bézicich subdorsdlné a subventralné.
Koordinovanymi kontrakcemi svalovych bun€k je zpiisoben sinusoidni pohyb organizmu.
Provazcova nervova soustava je tvorena 302 nervovymi buiikami, které se nachazeji v okoli

jicnu, v hlavové oblasti a v oblasti ocasu. [26]
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Obr. 12: a) Hermafrodit C. elegans s Cervenym obarvenim bunék [17], b)

nezabarveny hermafrodit [18], c) modie zbarveny hermafrodit. [19]

V genomu hlistice C.elegans bylo identifikovano 18841 gent kodujicich rizné proteiny.
Funkce 12000 téchto proteinti je vSak neznama a jeji objasnéni ¢eka na dalsi biochemickou
praci mnoha laboratofi. Srovnani geni nalezenych v C. elegans s geny ¢lovéka ukazuje, ze
74% dosud nalezenych lidskych geni ma piibuzné geny v C. elegans. Ptiblizné ¢tvrtina gent
C. elegans ma homology v genomu kvasinky Saccharomyces cerevisiae, coz je jiz také
pomérné pokrocila forma zivota. S bakterii Escherichia coli ma C. elegans spole¢nych jen 9%
gent. [20]

Genom C. elegans je vyjadieny v ¢islech v tabulce ¢. 1, zdrojem genomu je databaze
NCBI. Pomoci genetického experimentovéani vedouciho k formovani riznych tkani se védcim
dati pochopit déje odehravajici se ve vice komplexnich organizmech.

Tabulka ¢. 1: Genom C. elegans

Cislo Pocet Velikost soub. RozlozZeni nukleotidi [Mbp](%)
— 15,07 14,5 48(32) 48(32) 27(18) 2,7(18)
“ 15,28 15,1 48(32) 48(32) 2,7(18) 2,7(18)
“ 13,78 13,6 44(32) 44332 24(18) 24(18)
17,49 17,3 57(32) 57(32) 30(17) 30(17)
20,92 20,7 6,7(32) 67(32) 3,7(18) 3,7(18)
17,71 17,8 5732 5732 31(18) 3,1(18)
_ 0,013 0,014 (31) (45) 9) (15)
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3. TEORETICKY ROZBOR TECHNICKA CAST

3.1 DISKRETNI FOURIEROVA TRANSFORMACE (DFT) [1]

Diskrétni periodické signaly lze popsat diskrétni Fourierovu fadou. Diskrétni
aperiodické signaly lze popsat Fourierovu transformaci diskrétniho signalu (DTFT). Spektrum
diskrétniho signalu ziskaného pomoci DTFT je spojité, coz neni zadouci pro pocitacové
zpracovani. Proto je zavedena Diskrétni Fourierova transformace (DFT), ktera vzorkim
¢asového pribéhu (posloupnost kone¢né délky N) ptifazuje opét posloupnost konecné (stejné)

délky (¢arové frekvencni spektrum). Diskrétni Fourierova transformace je dana vztahem:
N-1 , N-1
. T
Fam) = ) fe™v =5 fowhn &
k=0 k=0

N—

F(m) = Z F(m)e ™V ¥ = %Z FmWw=km (2

, kde koeficient m = 0, 7... N-1 a ur¢uje ¥ad harmonické slozky
k=0, ... N-1a urCuje pofadi odebrané¢ho vzorku v ¢asové oblasti

N znaci pocet odebranych vzorkd.

3.1.1 Rychla Fourierova transformace [1]

Pro vypocet DFT je tieba provést N°p operaci, kde N je pocet vzorki a P je jedno
komplexni nasobeni a scCitdni. Kvadratickd zavislost pracnosti vypoctu na délce
transformovanych dat je nepfijemna a zpiisobuje velké vypocetni naroky.

Vzhledem k praktické dulezitosti DFT byly v prubéhu casu vyvinuty metody, které
pocty operaci redukuji. Napiiklad Goertziiv algoritmus zaloZzeny na teorii linedrnich filtrd,
ktery dosahuje tuspory az 75% avSak kvadratickd zavislost zlstdva nezménéna. Tento

algoritmus je vyhodny zejména tam, kde potfebujeme jen urcité spektralni koeficienty.

23



Zasadni inovaci, ktera drasticky snizila naroky na vypocet DFT, byla metoda z roku

1965 od pana Cooley a Turkey. Algoritmus rychlého vypo¢tu DFT se oznacuje jako FFT (fast
Fourier transform). Zakladnim principem je rozklad vstupni posloupnosti v ¢asové nebo
frekvencni oblasti. Celkova pracnost je pak dana P*Nlog;N, tento vztah ma pfi vysokych N
témer linedrni prabéh. Vycislenim Ize ukazat, ze pro N = 8 je tspora asi 60 %, zatimco pro
N = 131072 dokonce 99,99 %. Obr. 13 ukazuje postupny rozklad vstupni posloupnosti

V ¢asové oblasti.

fo o] - oF oo sae
e I e N=
o (— -_[\_:8 ey .

: — — - DA Tk
7o —F g N

Obr. 13: Rozklad DFT v originalni oblasti.

3.2 NUMERICKE MAPOVANI

Jak jiz bylo teceno, sekvence DNA nebo RNA je jednorozmérny signal tvoreny
bazovymi prvky A, C, T, G nebo U. Pro potfeby numerického zpracovani a naslednou
analyzu neni toto vyjadfeni vhodné. Proto se prace se symboly nahrazuje reprezentaci pomoci
¢isel, pro které je mozné definovat velké mnoZstvi operaci.

Nevyhodou numerického mapovani mize byt ztrata informace zptisobena podstatou,
Ze baze nesou informaci o chemickych vlastnostech. Dalsi zpisoby reprezentace sekvenci
jsou grafické metody, jako je reprezentace Ctyisténem, Liaova metoda, PNN kiivka, chaos
game reprezentation (CGR). Graficka reprezentace se Casto pouziva pro vizualni porovnavani

sekvenci.
3.2.1 Binarni reprezentace 4D [3][5][8]

Jedna se o nejpouzivanéjSi metodu pro reprezentaci DNA sekvenci. Pouziva se

zejména pii zpracovani sekvenci pomoci Fourierovy transformace. Je tvofena pomoci Ctyf
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vektort (ua(n), uc(n), ur(n), ug(n)), které indikuji ptitomnost (log 1) nebo neptitomnost (log

0) dané baze na pozici n. Toto vyjadieni mizeme napsat vzorcem 3.

uyx[n] = 1 jestlize s[n] = X jinak ux[n] =0 (3)

, kde ux[n] jsou jednotlivé vektory
X je prvek baze (A, C, T, G nebo U)
S[n] je symbolicka sekvence
Ptiklad ptfevodu: Mé&me sekvenci bazovych prvki GACTGAGAT, jednotlivé vektory

potom jsou: Ua = 010001010
Uc = 001000000
Ut = 000100001
Ug =100010100

3.2.2 Numericka reprezentace ziskana redukci 4D [8]

Binarni reprezentace 4D je redundantni a lze ji tedy redukovat bez ztraty informace.
Redukce je provedena pomoci pfifazenim 3D jednotkového vektoru sméfujiciho ze stfedu do
jednoho ze Ctyf vrcholl pravidelného ctyisténu. DNA sekvence je pak vyjadiena pomoci tii

numerickych sekvenci:

xr =2 2uy [n] — uc [n] - ugln]) (4)
xg = (uc [n] = ugln]) (5)
xp = = (3uy [n] — ur [n] = uc [n] — ug[n]) (6)

3.2.3 Reprezentace komplexnimi ¢isly [9]
Pii této transformaci je jednotlivym nukleotidim pfifazeno komplexni ¢islo, cozZ je
vyhodné, protoze zlstava zachovano stejné mnozstvi informace jako v symbolickém zapisu.

Purinové nukleotidy maji shodnd znaménka pro redlnou a imaginarni Cast, zatimco
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pyrimidové maji rizna znaménka. Nukleotidy se slabou vazbou maji kladnou redlnou ¢ést.
Kladna imaginarni ¢ast znamend, ze se jednd o nukleotidy s amino skupinou a zaporna
imaginarni ¢ast reprezentuje nukleotidy s keto skupinou. Na Obr. 14 je znazornéno rozlozeni

nukleotidii v komplexni roving.

Im
C(-1+j) A(l+))

-1

G(1-j) T(1-j)
-Im

Obr. 14: Reprezentace komplexnimi Cisly.

3.3 SPEKTROGRAM

Spektrogram je nastrojem spektralni analyzy, ktera zobrazuje vyvoj spekter signalu v
dase. Casové-frekvenéni analyza spodiva ve zjistovani spekter signilu zjeho kratkych
segmentl a formuluje tak spektrum jako dvourozmérnou funkei, zavislou nejen na frekvenci,
ale i na pozici v case. Prakticka analyza vychazi z kone¢nych useka signalu ziskanych pomoci
pouzité¢ho okna. Pokud ma okno vhodnou délku N a je definovéano jako klouzavé na Casové
ose, muze byt pouzito pro casové frekvenéni analyzu. Pozorovaci interval je vzdy
kompromisem mezi pozadavky na dostate¢nou ¢asovou a frekvencni rozliSovaci schopnost
nebot’ rozliSitelnd diference frekvenci je nepifimo umérd délce okna, zatimco minimalni
rozeznatelny ¢asovy Usek je délce okna imérny. Casovou rozliSovaci schopnost lze zvysit

tim, ze dil¢i okna maji zvoleny ptesah, napt. o polovinu své délky. Pak dostaneme podél
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Casové osy piiméfené vice spekter a lze Iépe sledovat piipadny rychly vyvoj zejména na
stran¢ vysokych kmitocta.

Spektrogram nejcéastéji zobrazujeme jako dvojrozmérny obraz, v némz jedna soufadnice
odpovida frekvenci, druhd ¢asu a barva nebo tUroven jasu je pfimo Umeérnd amplitudé

odpovidajicich koeficientti spekter.

3.3.1 Spektrogram pro DNA sekvence [3][5]

Hlavni vyhodou spektrogrami je zobrazeni celych chromozomii. Naptiklad lidsky
chromozom 1 ma 150 Mbp. Pohled na 150 MB dlouhou sekvenci A, G, T, C v linearnim
fazeni nam nedovoli extrahovat zakladni strukturu a skryté informace. Nicméné pomoci
spektrogramu jsme schopni zobrazit lidsky chromozom 1 v jediném obrazku. Spektrogramy
mohou byt s riznym rozliSenim a riznou velikosti okna. Pfedstavuji efektivni zptisob slouzici
k dikladnému hledani vSech typii specidlnich vzora a charakteristik v DNA sekvenci.

DNA spektralni analyza je novy zpiisob jak se vypofadat s fadou probléma v
bioinformatice. Mlze byt pouZzita napiiklad k predikci proteinové kodovanych oblasti.
Nicmén¢ plné vyuziti této techniky je zatim ve fazi vyvoje. Zakladni myslenkou je povazovat
vyskyty kazdé nukleotidové baze v DNA sekvenci jako individudlni binarni signal (rovnice 3)
a poté kazdy transformovat do frekvencni oblasti (viz. rovnice 6). Amplituda jednotlivych
frekven¢nich komponentii potom ur¢i, jak silny je urcity vzor bazového prvku opakovany na
dané frekvenci. Vys$§i hodnota Casto signalizuje pfitomnost opakovani. Pro lepsi Citelnost
vysledku je kazdé baze reprezentovana vlastni barvou.

Barevny obrazek v podobé spektrogramu mize sdélit daleko vice informaci o
vlastnostech DNA sekvence v porovnani s pivodnimi neupravenymi daty. V podstaté sytost v
urcité oblasti odraZi celkové nukleotidové slozeni a svétlé ¢ary jsou mista, kde se objevuji
opakujici se vzory. Algoritmus pro vytvoieni DNA spektrogramu muzeme definovat dle
literatury [3] v péti krocich:

1) Ptrevod DNA sekvence do binarni podoby (viz. kap. 3.2.1)
2) STFT jednotlivych slozek ua ur, Uc, Ug

3) Mapovani DFT hodnot do RGB barev

4) Normalizovani velikosti pixelu na rozsah 0 - 1

5) Uprava obrazu (filtrovani, hranovani, Gprava jasu, sytosti apod.)
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Takto ziskany spektrogram miize byt dale podroben dalSim Upravam, které poslouzi
k lepsi Ccitelnosti. Takovymi upravami lze docilit odstranéni ,,Sumu®, napiiklad pomoci
morfologickych operaci (otevieni nasledované uzavienim) nebo vytvoifenim histogramu a

jejich prahovanim.

34 KRATKODOBA FOURIEROVA TRANSFORMACE (STFT)

Slouzi k vytvoreni spektrogramu a je tvofena oknem, které se pohybuje po sekvenci dat.
Tim fesi problém soubézného uréeni Casu i frekvence, na kterych je rozmisténa energie. Tato
transformace tedy provadi Casové-frekvencni analyzu pro vybranou ¢ast vstupnich dat.
Mnohokrat se tak opakuje proces popsany v kap. 3.3.1. Situace popisujici vznik spektrogramu
je popsana na Obr. 15.

Vzhled vysledného spektrogramu je ovlivnén zvolenou velikosti okna a délkou ptesahu
oken. Velikost okna ovliviiuje mnozstvi frekvenci v jednom okné (frekvenéni rozliSovaci

schopnost) a piesah oken urcuje jemnost piechodu mezi jednotlivymi okny.

Sekvence dat

_ STFT window

l. ' : - L 4'
H =

¥
[ ]
lo

1’ Frekvence

fo

L

10 A

Frekvence

]
H BN B
0 | H O

Pozice v sekvenci

A4

Obr. 15: Vznik spektrogramu z DNA sekvence. [3]



3.4.1 DFT binarnich nukleotidovych bazi [3]

Frekvencni spektrum jednotlivych nukleotidovych bazi je vytvoteno z jejich bindrni

reprezentace ziskané pomoci rovnice 3.

N-1

Uylk] = ) wy[nle ™/ 7" )

n=0

ykdek=0, 1, ..., [N2]+1
x=AT,CG
3.4.2 Mapovani DFT spekter na RGB [3]

Ctyfi DFT sekvence ziskané pomoci rovnice 7, jsou nyni redukovany na 3 sekvence

mapovanim do RGB prostoru pomoci nésledujicich linearnich rovnic:

Xo[k] = a,|Uglk]| + t-|Ur[K]| + ¢ |Uclk]| + g-|Ug K] (8)
Xglk] = aglUylk]l + tg|Ur[k]l + cglUc[K]] + gglUg K] €))
Xplk] = ap|Ualk]l + t, [Ur[k]l + cp |Uc[K]| + gp|Ug[K]| (10)

, kde argp trgb, Crgb,Jrgb jsou vektory barev pro baze A, T,C, G

XrgblK] je vysledny pixel slozeny z vahovanych vektori barev
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4. REALIZACE VYBRANYCH METOD V MATLABU

41 VLASTNOSTI PROGRAMOVACIHO JAZYKA

Programovy syst¢ém MATLAB vyvinula firma MATHWORKS. Nazev je odvozen
z anglického vyrazu MATrix LABoratory. Jedna se o velice vykonny jazyk pro védecké a
technické vypocty, zejména v maticovych aplikacich. MATLAB byl implementovan na vSech
vyznamnych platformach, jako jsou Windows, Linux, Solaris, Mac. MATLAB obsahuje velké
mnozstvi knihoven, které pokryvaji prakticky vSechny oblasti lidské ¢innosti a diky oteviené
architektufe je uZzivateli umoznéno vytvaret funkce dle své potteby. Tyto knihovny jsou
neustale vyvijeny a rozSifovany dle vyvoje védnich a technickych oborii. Dal§im znakem
MATLABu je navaznost na jiné programovaci jazyky, jako jsou naptiklad C, Java a Fortan.
MATLAB také podporuje tvorbu grafickych uzivatelskych rozhrani pomoci programové
nadstavby GUIDE. Od verze 7.3 je MATLAB rozsifen o kompilator, ktery dokéaze vytvofit
spustitelnou aplikaci bez nutnosti instalace produktu MATLAB. Dalsi vyhodou MATLABu je
jednoduché syntaxe kodu (neni nutné definovat proménné, alokovat pamét’ apod.), moznosti
zobrazeni jednotlivych proménnych a trasovani programu.

Vzhledem K zminénym vlastnostem 1ze odvodit hlavni nevyhodu MATLABuU oproti
nativnim jazykim a tou je jeho rychlost. Proto je vhodné pro praktické nasazeni prepsat

algoritmus do nativniho jazyka (ANSI C, C++ apod.).

4.2 STRUKTURA PROGRAMU

Program pro frekvenéni analyzu pomoci spektrogrami se skladd z grafického
uzivatelského rozhranni vyuZzivajici jednotlivé funkce. Hlavnim spoustécim programem je
DNAspect. Program obsahuje vice grafickych uzivatelskych rozhrani slouzicich pro dalsi
analyzu dat. Tato rozhrani se spoustéji z hlavni aplikace a tvofi poté samostatnou aplikaci.
Dtivodem pro vytvofeni dalSich oken byl zejména fakt, Ze hlavnim vystupem je spektrogram a
pro kvalitni ¢teni jeho obsahu je zapotiebi, aby jeho plocha byla co nejvétsi.

Nejprve je nutné ziskat data pro analyzu, ktera miizeme nacist ze soubort ve formatu
*.txt nebo *.fasta, poptipad¢ vyuzit funkci na konvertovani vstupnich dat do zvoleného

formatu. Druhou moznosti ziskani dat je generovani sekvence. Grafické rozhrani pro
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generovani sekvence DataGeneration umoznuje zadat pocet nukleotidd, periodu opakovani
nukleotidl a vloZzeni ndhodného Sumu s moznosti fizeni jeho Cetnosti.

Jakmile mame data nactena, je zobrazena informace 0 nazvu souboru poétu nukleotidt
a rozlozeni nukleotidd. Nyni si mizeme vybrat oblast naSeho zajmu (rozsah nukleotidl) a
vypocitat FFT nebo spektrogram. Jakmile mame vypocitany spektrogram, mizeme piistoupit
k zvyraznéni period, vybéru zajimavé oblasti pro zobrazeni v lep$im rozliSeni, zobrazeni
vybraného rozsahu nukleotidd nebo k prahovani spektrogramu. Pokud se jedna o velmi
dlouhou sekvenci nukleotidi (>3,5 Mbp) a budeme pozadovat napiiklad zobrazeni celého
chromozomu se 21 Mbp (C. elegans, chromozom V) je zde funkce Compute all, ktera rozlozi
vstupni sekvenci a dil¢i vysledky spoji do vysledného spektrogramu. V takto rozsadhlém
spektrogramu se pak miizeme pohybovat pomoci posuvniku po velikostech okna definovaném
pod tlacitkem Compute all. Tyto omezeni jsou z divodu velkych naroki na pamét pfi
zpracovani takového mnozstvi dat.

Program nabizi fadu moznosti pro ulozeni vysledki analyzy. Je moznost ulozit
obrazek celé obrazovky se vSemi nastavenimi, samotny spektrogram ve formdtu obrazku
(*.png , *.bmp , *.jpg) sosami nebo ulozeni vybéru dat (nalezené zajimavé oblasti) do
souboru ve formatu *.txt nebo *.fasta.

Vzhled spektrogramu lze zna¢né ovlivnit volbou velikosti okna a pfekryti, zvolenym
typem algoritmu pro vypocet, typem barevné normalizace, typem okna pro vypocet STFT
nebo typem barevného mapovani.

Struktura programu je blokové popsana na Obr. 16.
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*

DNAspect

Hlavni program

* * *
Data . Nacteni dat
. Statistiky ,ror
Generation (*.txt, *.fasta)
Generovani Stav Ae\’:tem’, Zobrazeni stavu
vstupnich dat rozlgzeni nacteni
nuklgotidu
*
Volba rozsahu dat,
velikosti a typu okna,
barevné mapovani
Nastaveni|parametrt
ovliviujici dalsi vypocty
Zob . * * * *
oprazeni Compute Zoomovani ve
—  wbranjch FFTplot SpectDNA all spekirogramu
vektor(
Vypocet Vyppcet Vypocet
Fourierovy spektrogramu slozeného
transformace spektrogramu
* * *
Nastaveni praht . Zobrazeni Zobrazeni /
pro jednotlivé Com p Hist <&— spektrogramu uloZeni vybéru
barvy dat
Moinnqlt \I\J'/hiaru
oblasti dat,
zvyraznéni
period
Vypocet Ulozeni
prahovaného obrazovych dat
spektrogramu (*.png,*.bmp,*.jpg)
Mozno zobrazit
CpG oblasti

Obr. 16: Blokova struktura programu (€ervené nova graficka rozhrani)

4.2.1 Popis a vyznam funkei

Nejdiilezitéjsi a nejvice vyuzivané ¢asti kodu jsou prevedeny do funkci. Znacné ¢ast
koédu je obsazena u jednotlivych funkénich grafickych prvki a slouzi zejména k oSetfeni
zadavanych dat, nacitdni dat, nastavovani rozsahll os apod. Zdrojovy kod je hojné

okomentovan, tak aby bylo snadné se v ném orientovat a ptipadné provadét zmény.
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Kazda funkce je okomentovana hlavi¢kou informujici k ¢emu slouzi. Zde je seznam

funkci s kratkym popisem jejich vyznamu:

CounT - funkce slouzi pro vytvoreni grafu s rozlozenim nukleotidt
BinConv - transformace sekvence nukleotid do binarnich vektori
GenSeq - generovani dat s volbou opakovani

Convert - ptevod nactenych dat do zvolen¢ho formatu

UimenuFcn - ovladani kontextového menu na vybér typu okna
SpectDNA_I - vypocet spektrogramu

SpectDNA_II - vypocet spektrogramu

SpectDNA _|_all - spektrogram pro dlouhé sekvence (>3,5 Mbp)
SpectDNA_II_all - spektrogram pro dlouhé sekvence (>3,5 Mbp)
Conect_all - propojeni spektrogramti z funkci *_all

CpGsearch - vyhledavani CpG ostrovu (viz. kap. 2.3.1)

Bloky zobrazené ¢ervené na Obr. 15 predstavuji vlastni grafické rozhrani (nové okno)

a je mozné je spoustét pomoci textovych zalozek v polozce View, ikonami pro rychlé

spousténi v levé horni ¢asti programu nebo pomoci tladitek ve spodni ¢asti programu. Zde je

seznam GUI a jejich vyznam:

DNAspect - hlavni program, ovladani nacitani dat a spousténi ostatnich GUI,
zobrazeni rozlozeni nukleotidi a vlastniho spektrogramu, vybér dat ve
spektrogramu, zvyraziiovani period

PlotFFT - zobrazeni Fourierovy transformace binarnich vektora

Tresholding - prahovani spektrogramu pro nalezeni nejsilngjSich vzor,
detekce CpG oblasti

Show_sequence - zobrazeni zvolené¢ho rozsahu dat v podob& nukleotidu,
moznosti ukladani

DataGeneration - GUI slouzici pro generovani dat
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4.2.1.1 Funkce pro vlastni vypocet spektrogramu (SpectDNA)

Tato funkce se vyskytuje ve Ctyfech variantach, fimska cislice (I a Il) urcuje typ
pouzitého algoritmu a pfitomnost koncovky all urcuje objem dat pro zpracovani.

SpectDNA jsou funkce, do kterych vstupuji binarni vektory nukleotida (Ua, Ut, Uc, Ug),
délka okna, prekryti oken, typ okna, rozsah dat a typ barevné normalizace. Vystupem funkci
je spektrogram ve formé RGB obrazku a v pripadé SpectDNA | a Il i informace o zruSeni
vypoctu. Zakladni rozdil mezi algoritmy | a Il je v poradi barveni vektord a v typech
barevnych vektort. Program umoziuje volbu algoritmi v zalozce Settings -> Algorithm.
Vyvojovy diagram pro algoritmus SpectDNA_ Il je na Obr. 17

SpectDNA_| provadi obarveni Ctyf bindrnich vektorti pfed vypoctem spektrogramu

pomoci tii linearnich rovnic (11, 12, 13).

xr[k] = arUA[k] + trUT[k] + CrUC[k] + grUG[k] (11)
xglk] = agUulk] + tyUr[k] + cqUclk] + g4Ug k] (12)
xplk] = apUs[k] + t,Ur[k] + cpUc[k] + gpUg[k] (13)

, kde argp trgb, Crgb,drgb jsou vektory barev pro baze A, T, C, G, Uacrc [K] jsou

binarni vektory a Xrgp[k] jsou vektory pro STFT

Pro barevné mapovani je obecné doporuceno, aby barevné vektory byly voleny jako
vrcholy pravidelného Etyfsténu. Nasledujici barevné vektory vyuzité ve funkci SpectDNA I

jsou zvoleny dle literatury [5]:

a=0 t,=0.911 ¢, = 0.244 gr = -0.817
ag=0 ty=-0.244 Co = 0.911 g = -0.471
a=1 t, = -0.333 Cp = -0.333 g = -0.471

Pro prezentaci dat je dulezité provést normalizaci vystupnich dat do obrazového
formatu (rozsah 0 - 1). Jelikoz se jedna o velmi vyznamnou upravu, kterd je pro vSechny

funkce stejnd, uvedu ji v samostatné podkapitole.
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SpectDNA_Il  nejdiive vypocitda STFT binarnich vektori a az poté je provedeno
obarveni barevnymi vektory. Tento typ funkce vznikl za ucelem detekce vyznamnych slozek
vV obraze. Ukazalo se, ze prahovanim koeficienti STFT bez obarveni Ize dosahnout lepsich
vysledkl nez prahovanim ve vytvofeném spektrogramu. Funkce umoziuje zménu barevnych
vektorti na mapovani A T jednou barvou (Cervenou) a C G druhou barvou (zelenou) nebo
jednobarevné spektrogramy zobrazujici rozlozeni AT nebo CG. Barveni vektorti probiha
pomoci rovnic 8, 9, 10 uvedenych v kapitole 3.4.2. Barevné vektory pro Ctyfi typy vyjadieni
uvadi tabulka €. 2.

Tabulka ¢. 2 Barevné vektory

ATC AT CG AT CG
at c g at c g at c g at c g
R 01 0 123 1 1 0 O 1 1 O O O/0 O O
oo 1 130 0 1.1 0 0O O O OO 1 1
B 1.0 0 130 0 0 O O O O O O/O0 OO

Jelikoz se mnohdy jedna o ¢asové naro¢né vypocty, jsou funkce vybaveny ukazatelem
stavu vypoctu a odhadem doby vypoctu. Tento ukazatel taktéZz umoznuje zrusit vypocet. Pfi
dlouhych sekvencich dat jsou pifi vypoctu spektrogramu vysoké naroky na pamét, proto
Vv pritbéhu vypoctu provadim uloZeni vysledkti do souboru a vymazani nepotiebnych dat. Tyto
ulozené soubory Ize pozdéji vyuZzit napiiklad v analyze pomoci histogramu, kde jiZ nemusi
byt provadén vypocet spektrogramu, ale pouze obarveni zvolenymi barevnymi vektory.

Veskeré samovolné vytvotené soubory jsou po ukonceni aplikace odstranény.

SpectDNA_*_all jsou upravené piedchozi funkce tak, aby automaticky vytvofili
spektrogram z velkého mnozstvi dat. Jelikoz pamétovy prostor je omezeny provede funkce
rozClenéni dat na okna o velikosti zadané uZivatelem. V téchto oknech jsou vytvofeny
spektrogramy dle zadanych parametrti. Spektrogramy jsou ukladany do soubort a poté jsou
spojeny a vymazany. Funkce rovnéZ umozni se ve vytvofeném spektrogramu pohybovat
pomoci posuvniku pod spektrogramem. Rozsah nukleotidii zobrazenych najednou na ose X je

ovladan pomoci volby délky okna. Tato iprava umozni vytvotfeni spektrogramu ve velmi
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vysokém rozliSeni. Casové ndroky na takovy vypocet jsou znacné, proto je funkce opét

vybavena ukazatelem stavu vypoctu a predpokladanou dobou vypoctu.

Vstupni parametry
[Ua,Ut,Uc,Ug,Délka_okna,Pfesah, Typ_okna,
Rozsah,Normalizace]

Vstupni
podminky

l

Vybér a vytvoieni okna Vytvoreni
(Blackman, Hann, Kaiser...) okna

v

Spektrogram
Ua
A 4
Spektrogram
Vytvoreni spektrogramu, ut

ulozeni dat a vymazani M
N , Spektrogram
nepotfebnych dat Uc

v
Spektrogram
Ug

}

Volba barevného
mapovani a
Samotné mapovani

Osetfeni rozsahu dat

Barevné mapovani ATCG,
AT CG, AT, CG
Linearni rovnice pro
obarveni -> Xr, Xg, Xb

Ne Ano

Normalizace

A Y
Statistika
Rozos:f\q dat RGB a
Uprava 0 -1

Vytvoreni
obrazu

A
Vystup z funkce Konec )«
[Spektrogram,Chybal] b

Obr. 17: Vyvojovy diagram funkce SpectDNA_II.
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4.2.1.2 Normalizace barev spektrogramu

wevr

slozky R, G, B na rozsah 0 - 1. Pokud pouzijeme klasickou normalizaci pro kazdou barevnou

zku zv1as i rovni jsou j ivé vz ¢né rozez s. Pri
slozk 148t pomoci rovnice 14, nejsou jednotlivé vzory dostate¢né rozeznatelné. Prikladem

muze byt Obr. 18. Tato zékladni volba normalizace je zvolena pouze na piani uzivatele pokud

zrusi v Settings ->Color correction. Na Obr. 18 jsou zobrazeny 3 typy normalizace timto

zpusobem. Prvni typ normalizace (Obr. 18 a) vyuziva oslabeni ostatnich barevnych vektorii

pfi prekroceni rozsahu. Druhy typ normalizace (Obr. 18 b) vyuziva vzorce 14 a posledni typ

normalizace (Obr. 18 c) je proveden po jednotlivych STFT oknech.

Xy gp(6,)) — min[X,. g ]

Xrgp (L)) =
r.g,b (%)) maX[Xr,g,b ] - min[Xr,g,b ]
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Obr. 18: Normalizace matic barev R, G, B narozsah 0 - 1.

Druhy typ normalizace vychdzi ze statistického rozboru hodnot spektrogramu. Pro

kazdou barevnou slozku vypocitdm disperzi dat pomoci smérodatné odchylky. Pokud je

smérodatna odchylka velka, jsou v souboru dat velké odliSnosti. Provedu vypocet stiedni

hodnoty z dat, jez pfedstavuji Sum, pro kazdou barevnou slozku. Normaliza¢ni konstantou,
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kterou pod€lim jednotlivé barevné slozky, bude primér stiednich hodnot Sumu barevnych
slozek. Timto jsem docilil sniZzeni rozptylu hodnot, ale rozsah jesté neni upraven pro potieby
zobrazeni. Vyhledam tedy hodnoty pfesahujici maximalni povolenou hodnotu ,,1* v kazdé
barevné sloZce a nastavim ji na maximum a soucasn¢ oslabim amplitudy ostatnich slozek na
daném pixelu. Vyvojovy diagram algoritmu s ukdzkou rozlozeni dat pro cervenou slozku
spektrogramu je na Obr. 20.

Dalsi zptisob normalizace rovnéz vyuzivajici statistického rozboru, ale je zalozeny na
odlisném zpusobu vypoctu normalizacni konstanty. Normaliza¢ni konstanta je zde vypoctena
pomoci statistik maximalnich hodnot, primérti a smérodatnych odchylek vSech barevnych
vektord. Vypocetni naro¢nost tohoto piistupu je vyssi a kontrast je mirné nizsi, proto jsem
tuto variantu normalizace zavrhl. Porovnani jednotlivych piistupti normalizace je provedeno
na proteinu F56F11.4, 11l chromozomu C. elegans. Zlutou barvou jsou zvyraznény lokace,

kde se vyskytuji exony (tfibazova perioda). Porovnani je zobrazeno na Obr. 19.

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000
Position in sequence

Obr. 19: a) Druhy typ normalizace, b) Druhy typ normalizace s vyuzitim viech
statistik, c) Prvni typ normalizace dle rovnice 14.
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Jelikoz vSechny exony proteinu F56F11.4 nejsou pomoci spektrogramu dostatecné
rozeznatelné (zejména prvni a posledni exon), nabizi se moznost implementace metod, které
by provedly zvyraznéni téchto oblasti. Jednim zplisobem je prahovani spektrogramu pomoci
GUI Tresholding. Dalsimi moznostmi je zobrazeni vyvoje tiibazového opakovani v sekvenci
pomoci posuvného okna, avSak tato metoda neni zcela spolehliva a pro kvalitni vysledky
vyzaduje kvalitni filtraci. Nalezenim exonl pomoci vyvoje tiibazového opakovani v sekvenci

se zabyvaji naptiklad v ¢lancich [8], [22] a [23].
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Obr. 20: Vyvojovy diagram normalizace barevnych vektoru.
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4.21.3 Vztah mezi FFT aSTFT

Obr. 21 uvadi vztah mezi frekvenénim spektrem ziskanym z binarnich vektorQ
generované sekvence s periodou opakovani A(15), T(13), C(11), G (9) a vytvofenym
spektrogramem s délkou okna 200 bp, piekrytim oken 200 bp a oknem typu Hann. Jelikoz
perioda opakovani nukleotidii je zachovana po cely rozsah dat (50 kbp), jsou piez cely
spektrogram patrny vodorovné barevné Cary. Pii porovnani se spektrem ziskanym pomoci
GUI PIlotFFT vidime, ze periody opakovani odpovidaji nejvy$sim slozkam amplitud
frekvencniho spektra. V tomto piipad¢ bylo pro nazornost pouzito na spektrogram ptiblizeni
tak, aby byly zobrazeny pouze periody v rozmezi 6 — 20 bp. Pokud bychom ponechali cely
spektrogram byly by patrné i ostatni harmonické Slozky na nasobcich zvolenych period.
Z obrazku je patrné, ze barevné mapovani pro A(modra), T(Cervend), C(zelend) odpovida, ale
u G(zlutd) se 1i8i a je zde reprezentovano svétlym odstinem modré a rizové. Jako legenda pro
zapamatovani barevného mapovani je v programu pouzito dalSiho grafu zobrazujiciho

zastoupeni nukleotidovych bazi.

Amplitoda .mm-‘*”‘”“”-’*’ Generovana data

Perioda

1 2 3 1 10°
Pozice v sekvenci

Obr. 21: Vztah mezi FFT s STFT.

4.2.1.4 Vlivy parametrii nastaveni na vysledny obraz

Schopnost ziskavat informace ze spektrogramii vyZzaduje pochopeni zakladnich principli

jeho vzniku a v pripadé spektrogramtl z genetickych dat i jistou davku zkusSenosti a informace

40



0 tom, na co bychom se méli pii vyhleddvani zamétit. Oblasti patrné pomoci spektrogram
jsou popsany v kapitole 2.3. Pfi vyhledavani znamého vzoru (napiiklad znamého genu) by
bylo vhodné nejdiive vytvofit spektrogram tohoto genu a poté jej na zaklad¢ porovnavani
vyhledéavat ve zkoumané sekvenci.

Délka okna by méla byt né¢kolikrat del$i nez perioda opakujici se sekvence nasSeho
z4jmu a menS$i nez oblast, kde se opakujici se sekvence vyskytuje. Presah urCuje, kolik
bazovych prvki bude spoleénych pro dvé po sobé jdouci okna vypoétu STFT. Cim vétsi bude
pfesah, tim bude pozvoln¢jsi pfechod mezi sousednimi okny a vétsi rozliSeni, coz vede

k lepsimu vizualnimu dojmu.

Na Obr. 22 jsou generovana data s periodou nukleotidi A (7), T (15), C(13), G(6)
s celkovym poctem 100 kbp pfii riiznych nastavenich vstupnich parametri. Tento sloZeny
spektrogram slouzi k vizualizaci vlivu jednotlivych parametrii na vystupni zobrazeni. Bloky
a)-h) jsou vytvoreny s velikosti okna 500 bp a piekrytim 450 bp. Prvni dva bloky (a,b) jsou
¢lenény pomoci Hannova okna a v druhém bloku jsou pomoci bil¢ Cary zvyraznény periody 6,
7, 13 a 15. Blok ¢ znazoriuje vliv vybéru typu okna, zde je vybrano pravouhlé okno. Blok d
ukazuje vliv barevnych korekci, v tomto ptipad¢ je provedeno pievedeni slozek RGB na
rozsah 0-1 nezavisle na sobé. Bloky a)-d) jsou vytvoieny z dat bez Sumu, zatimco do
ostatnich blokd byl pfidan Sum s rovnomérnym rozlozenim. Bloky e) a f) se 1i§i pouzitym
typem okna (pravouhlé a Hannovo). Bloky g) a h) jsou vytvofeny pomoci prahovani, kde
v bloku g) byl prah nizsi nez v bloku h). Blok i) poukazuje na vliv velikosti okna, zde je
vybrano okno s velikosti 1 kbp a ptekrytim 0,95 kbp. Muzeme si zde povSimnout zmény
frekvenéniho rozliSeni (zOzeni period opakovani). Posledni blok j) naznaduje strmost
pfechodu mezi jednotlivymi okny pii nepouZiti presahu, velikost okna je zde rovna 0,5 kbp S

zadnym presahem.
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Obr. 22: SloZzené spektrogramy.

43 POROVNANI VYSLEDKU

V této kapitole provedu struéné porovnani vysledki vytvofeného programu
s literaturou [3] a [5], kterda se zaobira vyuzitim barevnych spektrogramti na biologickych
datech. Literatura [3] se navic zabyva automatickou extrakci a klasifikaci dat ze
spektrogramu. Uvedené algoritmy pracujici s vytvofenym spektrogramem jsem testoval, ale
vzhledem ktomu, ze se zde vyskytuje pfili§ mnoho proménnych faktord, jsem je
neimplementoval. Mezi takové faktory miiZzeme fadit velikost okna, typ pouzitého okna, volba
barevného mapovani, zptisob normalizace, volba strukturniho elementu (slouzi pro filtraci
pomoci morfologickych operaci), velikost prahu, metoda detekce prahovani (Sobel, Canny,
Prewitt atd.). Vytvofeny algoritmus nebyl robustni a byl G¢inny jen na testovany okruh dat.
Algoritmus je obsazen na pfilozeném CD jako skript Xhist.m. Ukazkou automatického
vyhodnocovani je Obr. 23, kde jsou nalezeny CpG oblasti. Automatické vyhodnocovani dat
ze spektrogramu je tedy slozitou problematikou, ktera neni vlastnim zadanim prace a sama o

sob¢ by svym rozsahem vydala na nové zadani prace.
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Homo sapiens, chromosom 21

Obr. 23: a) Vstupni spektrogram, b) morfologické operace, c) prahovani a umocnéni,

d) histogramy Cetnosti ve vertikalni ose, €) nalezené oblasti.

Porovnani ziskanych vysledu s literaturou [5] je zobrazeno na Obr. 24. Jedna se o
kompletni tieti chromozom C. elegans (rozsah 1 — 13,78 Mbp). Tento spektrogram byl
pofizen s nastavenim velikosti okna 5000 bp, prekrytim 0, vypocetnim algoritmem
SpectDNA _11_all a Hannovym typem okna. Dosazené vysledky jsou velmi podobné na obou
spektrogramech patrna 3 - bazova perioda, satelit v oblasti 7.4 Mbp s délou 50.9 kbp. Velmi
patrné jsou i 10 - bazové periody tvofené zejména nukleotidy A a T a 3.6 - bazova perioda
tvofena nukleotidy G v oblasti 12 Mbp. V chromozomu se vyskytuje jesté minimalné 8
minisatelitti, které jsou ovSem o trochu 1épe patrny na spektrogramu pievzatém z Cerpané
literatury. Uréeni periody opakovani je snaz$i z vytvoreného spektrogramu diky frekvenéni
ose oznacené Vv periodach. Néslednd analyza, kterou muizeme provést na vytvofeném
spektrogramu, je velmi uzitenym nastrojem. Miizeme napiiklad vybrat z dat oblast zajmu a
tu zobrazit v lep$im rozliSeni, zobrazit si rozloZeni nukleotidii ve zvolené oblasti, prochazeni
spektrogramu po stanoveném rozsahu dat a jiné. VylepSeni zobrazované scény by mohlo byt

provedeno pomoci filtrace vysledného obrazu nebo naptiklad jinymi barevnymi vektory.
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a) b)

Obr. 24: a) Spektrogram z literatury [5], b) vytvofeny spektrogram v programu
DNAspect.

Porovnani ziskanych vysledi s literaturou [3] je zobrazeno na Obr. 25. Porovnani je
vytvofeno se stejnymi parametry (velikost (120 bp) a typ okna (Hann), piekryti oken (119
bp), barevné mapovani) pomoci zrcadleni spektrogramu v rozsahu 0 — 1,1 kbp. Prvni polovina
spektrogramu odpovida Cerpané literatufe a druha je vytvofena programem DNAspect pii
pouziti funkce SpectDNA_Il. Kompletni porovnani bez zrcadleni je uvedeno jako ptiloha 1.

Prvni spektrogram (Obr. 25 a) vyuziva mapovani pomoci étyf barev (ATCG) a je
témef identicky. V zrcadlené Casti je vidét zelenou kiivkou nalezena CpG oblast. Druhy
spektrogram (Obr. 25 b) je proveden mapovanim do dvou barev (AT_CG) a Vv zrcadlené
oblasti bylo vyuZito nastaveni prahu. Tteti spektrogram (Obr. 25 ¢) uvadi mapovani jednim
barevnym vektorem (AT), kde je opét v zrcadlené oblasti vyuZito prahovani (v ptipadé

nevyuziti prahovani by byly spektrogramy identické jak tomu je na Obr. 25 a).
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Barevny spektrogram chr21 (9905604 - 9907958)
1

Barevny spektrogram chr21 (9905604 - 9907958)
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Obr. 25: DNA spektrogram CpG oblasti chromozomu 21 H. sapiens sapiens
s rliznymi typy barevného mapovani, a) mapovani ATCG, b) mapovani AT_CG, c)
mapovani AT.[3]

4.4 GRAFICKE UZIVATELSKE ROZHRANI

Pfi vyvoji aplikace v MATLABU se postupuje od tirovné m-file k funkcim a posledni
fazi je provazani funkci s grafickymi objekty. Grafické uZivatelské rozhrani (dale jen GUI)
slouzi pro ptrehledn&jsi a snazsi zadavani vstupnich dat a vizualizaci vystupnich dat. Zaroven
eliminuje neadekvatni nastaveni vstupnich parametrli a umoziiuje spustit jen takové funkce
aplikace, které jsou v dané chvili k dispozici.

Navrzené GUI se sklada z hlavni obrazovky a né€kolika dalSich provazanych moduld,

které se spoustéji ve vlastnich oknech. Vzhledem ktomu, Ze hlavni vystupni veli¢inou
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aplikace je obrazova informace, mnohdy ve vysokém rozliSeni, je zadouci, aby zabirala co

nejvetsi plochu. Z tohoto diivodu jsou vytvotfeny dalSi provazané moduly, které plni

nasledujici funkce:

Generovani dat — ndzev okna Datageneration
Analyza dat ve frek. Oblasti - nazev okna PlotFFT
Analyza spektrogramu - nazev okna Tresholding

Zobrazeni dat - nazev okna Show_sequence

GUI je oSetfeno, aby uzivatel nemohl zaddvat nesmyslné hodnoty, pismena, zaporna

¢isla apod. Pfi zaddni Spatné hodnoty je uzivatel upozornén varovnou zpravou a chybné

zadani je Cervené¢ zvyraznéno. Béhem delSich vypoclti je vhodné dat uzivateli znat, ze

program pracuje. Proto je vytvoien odhad délky vypoctu zobrazujici informace o tom, kolik

procent z potfebného ¢asu jiz uplynulo a kolik pravdépodobné zbyva.

Zakladni GUI DNASpect slouzi predevS§im pro nacitani vstupnich dat, nastavovani

parametrt aplikace a vypoctu, zobrazeni vysledkll a spousténi dalSich moduld. Jako jediné

obsahuje pro ovladani textové rolovaci menu s moznostmi volby pomoci klavesovych

zkratek. Struktura rolovaciho menu se skladé z téchto polozek:

File — slouzi pro ukladani, nacitani a prevod dat
o Open File (*.txt & *.fasta)
o Convert File
o Seve Selected Sequence
o Save Spectrogram(screen)
o Save Spectrogram(graph)
o Exit
Settings — slouzi pro nastaveni spektrogramu a chovani programu
o Type of Window -> Rectangular, Hann, Blackman...
o Algorithm — vybér typu vypoctu a obarveni STFT
= Colouring -> STFT
=  STFT -> Colouring
o Color mapping — druh barevného mapovani
= ATCG
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Dalsimi ovladacimi prvky programu jsou ikony v li§t€ snadného spousténi. Tato lista

slouzi ke snadnému a rychlému ovladdani zékladnich funkci programu. Nésledujici seznam

= AT CG
= AT
= CG
o Color correction — zpiisob upravy barev
o Programme interaction — Chovani pri ukoncovani GUI’s
View — slouzi pro Fizeni zobrazeni a spousténi GUI’s
o Histograms — spusti modul pro prahovani spektrogramu
o Data Generation — spusti modul pro generovani dat
o FFT - spusti modul pro FFT bindrnich vektori
o Char data - spusti modul pro zobrazeni nukleotidii
= Selected sequence — pro vybranou cast dat
= Whole sequence — pro vSechna nactend data
o Data selection — nastroj pro vyber dat
o Base distribution — zobrazeni rozlozeni nukleotidi
o Information about file — informace o nacteném souboru
Help
o Programme help — spusti napovedu programu

o About programme — informace o piivodu programu

uvadi grafickou reprezentaci ikon panelu snadného spousténi a jejich vyznam:

1 Otevfeni souboru

# Ulozeni obrazovky do grafického souboru

UloZeni spektrogramu s osami do grafického souboru
i Ulozeni vybraného rozsahu dat do textového souboru
*s "% Zoom infout - piiblizeni/oddaleni v grafech

B Otevieni modulu pro generovani dat

bk Otevieni modulu pro prahovani spektrogramu

Ll Otevieni modulu pro zobrazeni FFT binarnich vektort

47



H

e i Otevieni modulu pro zobrazeni nukleotidi

o [&# Nastaveni barevného mapovani ATCG

o [ Nastaveni barevného mapovani AT _CG

o M Nastaveni barevného mapovani AT

o [ Nastaveni barevného mapovani CG

e i Vypocet rozlozeni nukleotidli ve zvolené oblasti dat

o ¥ Konec programu (Ctrl+Q)

Rozlozeni hlavniho GUI DNAspect 1ze vidét na Obr. 26. Hlavni obrazovka je rozdélena
do 13 oblasti dle své funkce. Nasledujici cCislovany seznam uvadi stru¢né vyznam
jednotlivych oblasti hlavniho GUI:

1) Textové rolovaci menu — slouZi pro ovladani programu

2) Lista snadného spousténi — slouzi pro rychlé ovladani programu

3) Informace o naétenych datech- nazev dat, stav naéteni a pocet nukleotidi

4) Oblast slouzici pro vybér dat podrobovanych analyze

5) Délka okna — nastavovaci prvek

6) Piekryti oken — nastavovaci prvek

7) Zvyraznéni period — Ize zapsat i vice period ve formatu napt. 3 5 11.5 7 nebo 3,5,11.5,7
8) Spousténi dalsich GUI pomoci tlacitek

9) Tlacitka pro vypocet spektrogramu - Compute all a Compute spectrogram
10) Oblast pro zobrazeni spektrogramu

11) Graf rozlozeni nukleotid

12) Popupmenu slouzici pro rychly vybér typu okna — aktivace p. tlacitkem mysi

13) Prvek slouzici pro pohyb ve spektrogramu vytvoreném pomoci Compute all

Popis ostatnich modulti GUI, nutnych vlastnosti vstupnich a vystupnich dat spolu
s vlivy a zplusoby nastaveni aplikace pro tvorbu spektrogramd, jsou uvedeny v samostatné
napovéd¢ programu. Tuto ndpovédu lze vyvolat pfimo z programu Vv zalozce textového

rolovaciho menu Help -> Programme help nebo pfimo spustit z pfilozeného CD (Help.doc).
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Obr. 26: Hlavni GUI DNAspect a jeho rozlozeni.
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5. ANALYZA VYBRANYCH USEKU DNA C. ELEGANS

V této kapitole jsou uvedeny moznosti vyuziti vytvofeného programu a porovnani
informaci z NCBI se ziskanymi spektrogramy. Vlastnosti analyzovaného modelového
organizmu C. elegans jsou uvedeny v kapitole 2.7.

Prvni vyuziti a porovnani jiz bylo uvedeno na proteinu F56F11.4, 111 chromozomu C.
elegans na Obr. 19, kde jsou patrny tfibazové periody v oblasti exont. V praxi je
nepravdépodobné, ze bychom nasli protein na zaklad¢ dat ze spektrogramu, jelikoz primérna
délka genu u C. elegans ¢ini 1,91 kbp, coz je pro zobrazeni spektrogramu v kvalitnim
rozliseni nedostate¢né. Pikladem mohou byt geny col-92, col-93 , col-94 na chromozomu Il
v oblasti 10981,7 kbp — 10987,9 kbp zobrazené s daty ziskanymi z NCBI na Obr. 27. Tyto
geny patii do rodiny COLlagen a podileji se na strukturalnim slozeni pokozky. Geny lze
pomoci spektrogramu snadno rozeznat diky tfibdzové period€. DalSimi periodami, které se
v genech vyskytuji, jsou 4,5 a 9 tvofené cytosinem. Délka zobrazenych genl se pohybuje
okolo 900 bp s pfevaznym zastoupenim G, C, T a jen malym mnozstvim A. Na Obr. 27 jsou

vztahy mezi geny nalezenymi v NCBI a ve spektrogramu vyznaceny bilou svislou ¢arou.

C. elegans chromosome IlI
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Position in sequence x107
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10987.5K-

Obr. 27: Chromozom lll, C. elegans, geny col - 92, col - 93, col — 94.

Pii vytvareni spektrogrami si mizeme povSimnout, ze nékteré vzory jsou si velice

podobné. Vétsinou se tak déje u rodin gent. Napiiklad na predeslém spektrogramu (Obr. 27)
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jsou geny z rodiny COLIlagen, které se ovSem vyskytuji i na jinych chromozomech. Na Obr.
28 je znazornén spektrogram V chromozomu C. elegans v rozmezi od 13198 kbp do 13202
kbp, na kterém se vyskytuji geny col-159 a col-160. Tyto geny se rovnéZz podileji na
strukturalnim slozeni pokozky a maji stejny vzor (stejné periody opakovani bp - 3; 4,5; 9).
Kodujici oblasti genil jsou opét vyznaceny bilymi vodorovnymi ¢arami. Pro porovnani bylo
do spektrogramu ptidano vyhledavani CpG oblasti s nastavenim velikosti okna 100 bp,
minimalni délkou oblasti 100 bp, miniméalnim obsahem GC 0,55 (modra kiivka) a
minimalnim obsahem CpG 0,6 (Cervena kiivka). MiiZeme si pov§imnout, Ze nalezené oblasti

se prekryvaji s oblastmi uvedenymi v NCBI a jsou lokalizovany na konci prvnich exoni gend.
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Obr. 28: Chromozom V, C. elegans, geny col — 159 a col — 160.

Jak jiz bylo zminéno tfibazova perioda je charakteristickd pro oblasti kddujici
protein. Dalsi hojné se vyskytujici periodou je 10.5 bazova perioda, ktera ma vztah ke
struktufe stoeni chromatinu. Pokud jsou v periodé 10.5 zakédovany sekvence ,,AA“, ,, TT*
nebo ,,TA“ je DNA mistné posilena. [27]

Na Obr. 29 je znazornén spektrogram vybéru ze Il chromozomu C. elegans o délce
71,1 kbp (v rozmezi od 11902 kbp do 11973 kbp). Ze spektrogramu jsou na prvni pohled
patrny minisatelity oznafeny svislymi zlutymi Carami a tandemové repetice mikrosatelitti

oznacené bilymi svislymi Carami. Zejména kolem stfedu spektrogramu (11945 kbp) se sttidaji
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ttibazové periody s desetibdzovymi. Rovnéz je zde patrno rozlozeni opakujicich se nukleotida

24

(CG vyssi frekvence, AT nizsi frekvence).

C. elegans chromosome |11

T

Period
-~
4
X

1191 1192 1.193 1194 1195 119 1197
Position in sequence x10

Obr. 29: Chromozom lllI, C. elegans.

Ze spektrogramu na Obr. 29 jsem vytvoril vyfez zobrazujici gen oznafeny nazvem
top- 3. Zobrazena oblast na Obr. 30 ma délku 10,16 kbp a nachazi se na pozici 11949,8 kbp —
11960 kbp. Bilymi svislymi ¢arami je zndzornén vztah mezi daty (kodujicimi oblastmi -
exony) ziskanymi z NCBI a vytvoirenym spektrogramem s délkou okna 200 bp, prekrytim
oken 185 bp a Hammingovym typem okna. Mtzeme si zde povSimnout, Ze kddujici oblasti se
nenachazi na pozicich tandemovych repetic tvofenych minisatelity a mikrosatelity. Tento gen
je spolecny pro fadu organizmi jako je naptfiklad clovek, Simpanz, pes a uplatiiuje se
V procesu meidzy a mitdzy.

Pomoci spektrogramu nelze s jistotou fici, ze se na dané pozici vyskytuje exon nebo
intron genu. Ttibazova perioda, ktera je ve spektrogramech dobfe patrna, je pouze jednim
z mnoha prediktori genu. Naptiklad na Obr. 31 je vyobrazen spektrogram genu ced-3
kédujici protein CED-3 patiici do skupiny cysteinovych protedz. Tato skupina je diilezitd pro
apoptosu neboli programovatelnou buné¢nou smrt a byla objevena pravé u C. elagans. Ve
spektrogramu si miizeme povS§imnout v oblastech kédujicich protein zvySeného obsahu C a G
na vyssich frekvencich a malého vyskytu A na nizkych frekvencich pfi porovnani s ptilehlymi

oblastmi.
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Obr. 30: Chromozom llI, C. elegans a gen top-3.
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Obr. 31: Chromozom IV (13197,3 kbp — 13207,3 kbp), C. elegans a gen ced-3.

Mitochondrialni DNA neboli mtDNA se nachazi v mitochondriich a tvofi tak cast
mimojaderné genetické informace. Pii pfenosu této genetické informace dochazi v drtivé
vétsSin€ k dédéni po matce, hovoiime o tzv. maternalni dédi¢nosti. Mitochondridlni DNA se
vyuziva pro rizné genetické analyzy, jako jsou naptiklad migrace zivocichl a fylogenetické
stromy.

Pii pohledu na spektrogram MtDNA na Obr. 32 je patrné, Ze data obsahuji méné

intrond, jak tomu u mtDNA byva. Velmi patrna je zde tfibdzova perioda, ktera je nejvice
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vyrazna V oblastech kodujicich geny. Bilou svislou ¢arou jsou v tomto piipadé vyznaceny
oblasti nekodujici geny. Spektrogram byl vytvofen pomoci barevného mapovani CG

zobrazujiciho spektralni rozlozeni guaninu a cytosinu.
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Obr. 32: Mitochondrialni DNA C. elegans.
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6. ZAVER

V této diplomové praci na téma ,,Fourierova transformace a spektrogramy v analyze
DNA sekvenci® jsou V prvni ¢asti uvedeny zakladni poznatky z oblasti slozeni DNA spolu
S popisem vzord v ni se vyskytujicich. Dalsi ¢ast pojednava o zplisobech pievodi DNA
sekvenci a o problematice spektrogramti. Vlastni ¢ast prace se sklada z popisu zakladnich
funkci vytvofeného programu DNAspect v prosttedi MATLAB a analyzy vybranych tseka
modelového organizmu Caenorhabditis elegans.

Pocateéni naplni prace bylo vytvofeni aplikace pro zpracovani DNA sekvenci do
podoby spektrogrami a jeji doplnéni o uzite€né nastroje usnadiiujici budouci analyzu.
Komplikaci pifi vytvotfeni spektrogramli z DNA sekvenci jsou velké pamétové naroky,
z tohoto divodu bylo zapotiebi stanovit omezeni nastaveni parametrii. Vypocetni naro¢nost
algoritmi je pfimo umérnd mnozstvi dat, proto je nutné uZivatele informovat o stavu a
ptedpokladané délce vypoctu, kterd se mize pohybovat v fadu minut.

Tato prace nabizi novy pohled na zpracovani DNA sekvenci riznych organizmii na
zaklad¢ kratkodobé Fourierovy transformace (STFT). Vystupem algoritmti jsou barevné
spektrogramy zobrazujici prostorové frekvenéni rozloZzeni nukleotidi v sekvenci DNA.

Pomoci spektrogramil 1ze nalézt biologicky vyznamné vzory, jez maji vztah naptiklad
k lokalizaci kodujicich oblasti proteini (3 — bazové periody). Dale lze na zakladé
spektrogramit s vhodnym nastavenim rozpoznat tandemové repetice tvorené satelity,
minisatelity a mikrosatelity nebo oblasti bohaté na guanin a cytosin (tzv. CpG ostrovy).
Jednotlivé biologicky vyznamné vzory jsou popsany a zobrazeny v kapitole 2.3.2 a 5.

Posledni ¢ast zabyvajici se analyzou vybranych tseki DNA Caenorhabditis elegans
uvadi vztah mezi obrazovou informaci tvofenou spektrogramy a daty ziskanymi z databaze
NCBI. Analyzou bylo prok4zéno, Ze podobné vzory na riznych chromozomech patii do
stejné rodiny gent a plni tak podobnou funkci. Ve vétSin€ uvedenych ptipada je patrny vztah
mezi spektrogramem a daty z NCBI. Ziskavani informaci ze spektrogramu vSak neni
jednoduchou zalezZitosti a je zapotiebi se tomu naucit.

Dalsi pokracovani prace by se mohlo ubirat ve smyslu provazani spektrogrami s jinou
databazi (napt. NCBI) nebo vytvofenim algoritmi, které by na zaklad€ obrazové informace

automaticky predikovaly pozice kodujicich oblasti. Poptipadé lze vyuzit biologicky
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vyznamny obrazovy vzor pii vyhledavani podobnosti na jinych chromozomech nebo u jinych

zivoc¢isnych druh.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

A Adenin

bp Bazové pary (base pair)

C Cytosin

CpG Cytosin nasledovany Guaninem

DFT Diskrétni Fourierova transformace (Discrete Fourier Transform)

DNA Deoxyribonukleové kyselina

FFT Rychla Fourierova transformace (Fast Fourier Transform)

G Guanin

GUI Grafické uzivatelské rozhrani (Graphical user interface)

MRNA Informac¢ni / mediatorova RNA (messenger RNA)

NCBI Biologicka databanka (National Center for Biotechnology Information)
rRNA Ribozomalni RNA (ribosomal RNA)

RGB 3 barevné slozky pro vytvoreni barevného obrazu (Red, Green, Blue)

RNA Ribonukleova kyselina

STFT Kratkodoba Fourierova transformace (Short Time Fourier Transform)
tRNA Transferova RNA (transfer RNA)

T Thymin

UTR Oblast nekodujici protein, slouzici k regulaci piekladu (Untranslated region)
VNTR Variabilni mnozstvi tandemovych repetic (Variable number of tandem repeats)

60



9. SEZNAM ODBORNYCH POJMU

Alela Konkrétni forma genu

Centromera  Oblast uprostied chromozomu, kde se dotykaji obé¢ chromatidy

Exon Oblast DNA, podle niz se v procesu translace tvoii bilkovina

Eukarota Vsechny jednobunééné a mnohobunééné organismy kromé bakterii a archei
Gen Usek DNA se specifickou funkci

Genom Veskera genetickd informace ulozend v DNA daného organismu

Introny Oblast DNA, jez se nepieklada do proteinu

Meidza Bunééné déleni, béhem kterého dochazi k produkci bunék se zredukovanym

poctem chromozému
Mitoza Bunééné déleni, jehoz tkolem je zajistit rovnomérné predani nezredukované
genetické informace dcefinym bunkdm
Nukleosid Pentosa + baze
Nukleotid Pentosa + baze + kyselina fosfore¢na

Prokaryota  Evolu¢né velmi staré organismy (bakterie a archea)
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10.PRILOHA

Color Spectrogram for chr21-9905604-9907958 (STFT Window Size: 120; Window Interval: 1 Barevny spektrogram chr21 (9905604 - 9907958)
* ] = .

e s
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Porovnani barevnych spektrogramu s literaturou [3], popis jednotlivych spektrogramu

je uveden v kapitole 4.3
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11.0BSAH PRILOZENEHO CD

1) Textova Cast prace ve formatu *.pdf

2) Vytvotreny program DNASpect v prostiedi MATLAB

3) Navod k programu DNASpect (help.doc)

4) Genom Caenorhabditis elegans

5) Védecké ¢lanky citované v praci

6) Grafické objekty prace spolu se spektrogramy celych chromozomt Caenorhabditis

elegans
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