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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace se zabyva vyhleddvanim CpG ostrivkl v sekvencich DNA pomoci
nukleotidovych denzitnich vektori. Prvni ¢ast prace obsahuje ndhled na strukturu DNA,
expresi genetické informace, podrobnéjsi rozbor CpG ostrivku a predevsim metody jejich
detekce. V praktické c¢asti byl v prosttedi MATLAB realizovan algoritmus pro grafické
zobrazeni nukleotidl na zaklade jejich denzit a detekci CpG ostrivkli z uméle vytvotrenych i
realnych sekvenci DNA. Soucasti prace je analyza dvaceti sekvenci s o¢ekdvanym obsahem

CpGls a srovnani vysledkl vytvorené¢ho programu s dvéma internetovymi vyhledavaci.

KLICOVA SLOVA
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ABSTRACT

This bachelor thesis deals with searching for CpG islands in the DNA sequences using the
nucleotide density vectors. The first part includes view of the DNA structure, the genetic
information expression, more detailed analysis of CpG islands and primarily their detection
methods. In the practical part the algorithm for graphical representation of nucleotides on the
basis of their densities and detections of CpG islands of artificially created and real DNA
sequences was realized in the MATLAB program. The thesis includes the analysis of twenty
sequences with the expected content of CpGls and the comparison of results between the
created program and two search engines.
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UVvOoD

Ugelem této bakalaiské prace je seznameni se sou¢asnymi metodami predikce CpG ostrivki
v nukleotidovych sekvencich a jejich vyhledani pomoci nukleotidovych denzitnich vektora
jak vumélé sekvenci DNA s definovanymi CpG ostruvky, tak v sekvencich realnych.
Vzhledem k jejich pfedpokladané funkci v transkripéni regulaci a jejich vyznamu jako
genomickych markérii v promotorové predikci, doslo v poslednich letech ke znacnému usili
jejich predpoveédi. Pro detekci CpG ostruvki je k dispozici n€kolik algoritmti zalozenych
bud’ na tfech sekvencnich parametrech, kterymi jsou délka CpG ostriivku, obsah guaninu a
cytosinu a pomér obdrzené a ocekdvané hodnoty vyskytu CpG (Obscpc/EXpcps ), nebo na
statistickych vlastnostech v sekvencich. V této praci byla pro realizaci detekce CpG ostrivki
zvolena metoda, pracujici na zdklad¢ faktu, zda primérny vyskyt C a G nukleotidi v dané

¢asti sekvence prekro¢i pfedem stanoveny prah. [1], [2]

Pro snadné;jsi orientaci a pochopeni fesené problematiky je prvni teoreticka ¢ast vénovana
zakladnim poznatkiim souvisejicich se zvolenou tématikou. Jsou zde obsazeny informace o
vlastnostech a struktufe DNA s bliz§im zaméfenim na biochemické vlastnosti dusikatych bazi.
Nasledujici kapitola zminuje expresi genetické informace, predevsim transkripci a regulaci
genové exprese pomoci metylace DNA, ktera uzce souvisi s CpG ostrivky. Ty jsou popsany
z hlediska jejich charakteristickych vlastnosti, lokalizace a vyskytu v ur€itych genech. Jak jiz
bylo naznaceno vyse, posledni usek teoretické ¢asti tvoii nastin metod predikce CpG ostrivki

od nejstarSich algoritmt po algoritmy pouZzivajici se dnes.

Zvoleny postup a popis realizace nukleotidovych denzitnich vektori pouzitych pro
predikci CpG ostrivku a vystupy jejich detekce jsou obsahem praktické casti. Je zde
okomentovan princip pifevedeni symboli nukleotidovych sekvenci do numerické
reprezentace, kterd slouzi jako vstup pro vypocet nukleotidovych denzitnich vektorii. Ty jsou
rozebrany z hlediska jejich vlastnosti a volby parametrii, na nichz zavisi dosazeny vysledek.
Vlastni cast tvofi pojednani o volbé okna pro vypocet nukleotidovych denzitnich vektort,
jehoz hodnota byla zvolena na zaklad¢ provedené analyzy. Nasledujici podkapitola je
vénovana grafické reprezentaci jak samostatnych nukleotidii, tak sum denzitnich vektort

jednotlivych nukleotidl na zaklad€ jejich chemickych vlastnosti.

Samotnd detekce CpG ostrivku je provadéna na vysledné sumé nukleotidovych
denzitnich vektoru cytosinu a guaninu na principu piekroc¢eni zvoleného prahu. Jsou zde také
kratce okomentovany umélé vytvorené sekvence s definovanymi CpG ostruvky. K dispozici
jsou opét grafické vystupy piislusnych denzit s vyzna¢enym prahem, kdy je sledovan jeho
vliv na samotnou detekci. Konkrétni stanoveni zacatka a koncti CpG ostritvku pro jednotlivé

umélé zhotovené sekvence v zavislosti na zvoleném prahu jsou prehledné uvedeny v tabulce a



okomentovany v dané kapitole. Na zakladé tohoto odzkouseni a chovani programu pii
predikci CpGls u zminénych sekvenci byly vymySleny a realizovany dalSi vylepSeni
algoritmu pro presnéjsi stanoveni pozadovanych vystupi, jejichz popis je taktéz soucasti

prace.

Posledni usek praktické Casti je v€novan testovani koneéné podoby programu na dvaceti
vybranych realnych DNA sekvencich a jeho srovnani sdvéma volné¢ dostupnymi
internetovymi vyhledavaci. Porovnavany byly jednotlivymi programy jak ve stanoveni poc¢tu
CpGls, tak v urCeni jejich zacatkd, konct, délek a GC obsahu. Celad srovnavaci analyza je
ptehledné¢ usporadana do podoby nékolika tabulek a patficné okomentovana. Navic pro
snadnéjsi pfedstavu 0 podobnosti nebo rozdilnosti detekce ostritvkti u danych sekvenci bylo

vytvoreno grafické zobrazeni nalezenych pozic CpGlIs jednotlivymi programy.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 DNA

Zivot vech Zivych organismil zavisi na schopnosti bunék uchovévat, &lenit, piekladat a
predavat genetickou informaci, ktera je nezbytnad pro vznik audrzeni zivého organismu.
Nositeli genetické informace jsou molekuly deoxyribonukleové kyseliny, DNA. Informace

ulozené v DNA poskytuji tidaje pro syntézu vSech proteinti organismu. [3], [4]

Zakladnim stavebnim prvkem DNA jsou nukleotidy, které se navzajem spojuji
fosfodiesterovymi vazbami V polynukleotidovy fetézec. Tyto vazby vznikaji mezi 3°-OH
skupinou jednoho nukleotidu a 5°-fosfatovou skupinou nukleotidu nasledujiciho. Jednotliva
vlakna nukleovych kyselin jsou tvofena repetitivnimi Sekvencemi zbytky kyseliny fosforeéné
a sacharidové slozky deoxyribozy. Na cukr-fosfatovou kostru je pak glykozidovou vazbou

navazana konkrétni dusikata baze. [4], [5]

NH,
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i P o
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N N~ “NH,
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< rj’\]
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cukr pentéza
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3'-kone::
Obr. 1: Cast fetézce DNA s dusikatymi bazemi cytosin (C), guanin (G), adenin (A). [4]
1.1.1 Dusikaté baze
Existuji ¢tyfi druhy dusikatych bazi nachazejicich se v DNA, kterymi jsou adenin (A), cytosin
(C), guanin (G) a tymin (T). Tyto nukleotidy l1ze podle biochemickych vlastnosti roztfidit do
tii skupin. [6]
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V prvni skuping jsou dusikaté baze rozdéleny podle molekuldrni struktury na purinové A,
G a pyrimidinové T, C. Puriny maji spojeny Sesti¢lenny a péti¢lenny kruh, oba slozené
z atomt uhliku a dusiku. Naopak pyrimidiny jsou mensi, tvofeny pouze jednim Sesti¢lennym
kruhem. Do skupiny pyrimidint patii i uracil, ktery se misto tyminu nachazi v molekule
RNA. [5], [6]

Druhé skupina podle sily vazby mezi komplementarnimi bazemi je roz¢lenéna na A a T,
které jsou vzajemné vazany dvéma vodikovymi mustky. Na druhé stran¢ je zde pfitomen C a
G umoziujici spojeni tfemi vodikovymi mustky. Obsazeny radikal je kritériem posledni
skupiny, kde se nachazi G a T zahrnujici ve své stavbé keto skupinu C=0O na Sestém nebo
¢tvrtém uhliku. Obdobnym zptisobem je umisténa aminoskupina NHz u A a C. [6]

1.1.2 Primarni struktura DNA

Jako primarni struktura DNA je oznaCovano zastoupeni a sefazeni jednotlivych nukleotidd
V polynukleotidovém fetézci. NejCastéji se vyskytuji molekuly DNA tvofeny dvéma fetézci
S opacnou polaritou, takzvané antiparalelni uspotfadani. Prvni vldkno tvoii baze uspotfadané ve
sméru 5°—3°, druhé ma opacny smér 3‘—5°. Jeden konec fetézce, ktery obsahuje OH
skupinu pent6zy, se 0znacuje jako 3° konec, naopak druhy nazyvan 5° je zakoncen fosfatovou
skupinou. [3], [4], [7]

Oba fetézce jsou vzajemné spojeny pres naproti sobé umisténé dusikaté baze vodikovymi
vazbami. Mezi sebou slucitelné jsou vsak ve vlaknech pouze urcCité baze. Parovanim bazi je
dano, ze jeden fetézec je predvidatelnym doplitkkem druhého. Adenin se vzdy paruje
Styminem skrz dvé vodikové vazby, na druhé strané pak cytosin s guaninem tfemi
vodikovymi vazbami. Timto pravidlem je podminéno, Ze naproti bazi purinové lezi vzdy
pyrimidinova. Komplementarni parovani bazi poskytuje moznost zaujmout z hlediska energie
nejvyhodnéj$i uspofadani. V této konformaci je zajiSt€éna podobna vzdalenost mezi ob&éma
pary bazi a z toho vyplyvajici udrzeni stabilni vzdalenosti fosfat-pentézovych sekvenci obou
fetézcu podél celé molekuly DNA. [3], [5]

1.1.3 Sekundarni struktura DNA
Molekuly DNA, které¢ maji dva polynukleotidova vldkna, mlzou vytvatfet vyssi, sekundarni
strukturu. Retézce molekuly se ota¢i kolem imagindrni podélné osy a tvoii dvojitou

Sroubovici, takzvany helix. Pravé tato pravotociva struktura je nejCastéji se vyskytujici
formou. [5], [7]

Skelet dvousroubovice tvoii diesterové vazané molekuly deoxyribozy a fosfatu, dusikaté
baze jsou orientovany do jejiho jadra. Oba fetézce jsou navzijem piipoutdny vodikovymi
vazbami mezi kompatibilnimi nukleotidy lezicimi vodorovné nad sebou, coz piispiva ke

stabilité¢ dvousroubovice. Mezi vnitinimi bazemi plisobi van der Waalsovy sily. Vzijemné
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obtaceni komplementarnich fetézcl je pfi¢inou vzniku dvousroubovicového vinuti, které se
vyskytuje v pravotocivé nebo levoto¢ivé formé. Povrch obtocenych fetézct vytvaii reliéf, na
kterém se rozliSuji dva zlabky, mensi a vétsi. To je dusledkem skute¢nosti, Ze jednotlivé pary
bazi jsou posunuty od osy dvousroubovice o uritou vzdalenost. Nékteré skupiny atomi
nachazejici se ve zlabcich Sroubovice se podili na interakcich s dal$imi latkami, nejcastéji
s proteiny. [5], [7]

Pii ur¢itém chovani prostfedi se mize DNA transformovat do energeticky vyhodné;jsi
konformace odpovidajici danym okolnostem. NejtypictéjSim prostorovym uspotfadanim pro
zivé bunky je konformace B, ktera odpovida vyse popsané pravotodivé dvousSroubovici.
Druhou moznosti je taktéz pravotociva konformace A, ktera se vyskytuje v bunikach za nizsi
vlhkosti. Ob¢é konformace mohou piechazet jedna v druhou. Posledni ve vy¢tu zakladnich
konformaci DNA je na rozdil od piedeslych levotociva konformace Z. Ma své uplatnéni v

procesu rekombinace, nékterych regulaci genové exprese a jinych specifickych procesech. [7]

Konformace B Konformace A Konformace Z
m m
Vv m
v
V
M Baze M Cukr - fosfatova kostra
Obr. 2: Trojrozmérné modely B-konformace, A-konformace a Z-konformace dvou$roubovice DNA. Malé (m)

a velké (V) zlabky jsou vyznaceny u kazdé dvousroubovice. [9]

1.2 Exprese genetické informace

Vlastnosti organismu jsou souhrnem jednotlivych, konkrétnich vlastnosti bun¢k, které jsou
ziskany prectenim a pievedenim genetické informace ulozené v genech jako linearni
posloupnost nukleotidl. Prostfednictvim RNA kopie ziskané z DNA vznikaji genové
produkty, s jejichz aktivitou je obvykle spojeno fenotypové vyjadieni. Témito genovymi
produkty jsou nejéastéji specifické proteiny. Prubéh jednosmérné cesty genetické informace z
molekuly DNA pies RNA k proteinu je popsan centralnim dogmatem molekularni biologie.

Dogma lze zjednodusené znazornit zapisem DNA— RNA— protein. [7]
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Pojem exprese genetické informace oznacuje sérii procest, které se uskuteciiuji v pritbéhu
realizace informace zakodované v potadi nukleotidd. Prvnim krokem vyjadfeni genetické
informace je transkripce. Jedna se o proces piepisu genetické informace z DNA do RNA na
zakladé komplementarity bazi. Vysledny transkript je presny piepis instrukci genu pro
vytvofeni proteinu. Primdrni RNA kopie jsou zpravidla pon¢kud chemicky upraveny pii

posttranskripéni uprave. [5], [7]

Nasledujici stupen exprese se nazyva translace, ktera zaruCuje pieklad z jazyka
nukleotidii do jazyka aminokyselin. Vlastni syntéza polypeptidu pod vedenim mRNA je
doprovazena posttranslacnimi modifikacemi, které zahrnuji chemickou upravu translac¢nich

vysledku, nez se z nich vytvofti kone¢né bilkoviny. [5], [7]

1.2.1 Transkripce

Procesem transkripce vznikaji vSechny druhy RNA nachazejici se v bunce. Predlohou pro
budouci vldkno RNA je pouze jedno nekddujici vldkno duplexu DNA, templatové. Tim je
zajisténo, ze vysledny transkript je sekvencné shodny s kddujicim vldknem, avSak tymin je
nahrazen uracilem. Postup vzniku RNA probiha obecné ve tfech fazich, kterymi jsou iniciace,
elongace a terminace. Délka sekvence DNA, ktera je pfepisovana do RNA molekuly, se
oznacuje transkrip¢ni jednotka. [3], [5], [7]

Pohyb polymerazy

Rozvijeni
DNA

Svinovani
DNA

Pfipojovani nukleotidl
k 3" konci RNA

Hybridni usek Nukleozid
DNA-RNA trifosfaty

Obr. 3: Prabéh transkripce. [7]

Iniciace je zahajeni transkripce, kdy se na promotor navdze RNA polymerdza, ktera
katalyzuje syntézu RNA prostfednictvim dfefiového enzymu a obsahuje sigma faktor, ktery
umozni vazbu enzymu na promotor. Promotor je specidlni sekvence dlouhd piiblizné¢ 40 bp
slouzici jako vazebné misto pro RNA polymerazu, udava zacatek transkripce a rozhoduje,
ktery zfetézci DNA bude templatem. U eukaryotickych bunék je charakteristicky jak pro
jednotlivé druhy RNA polymerazy, tak pro transkripcni faktory. Tyto faktory jsou regulacni
proteiny vazajici se na regula¢ni mista promotorii nebo na zesilovace transkripce. Taktéz

zprostfedkovavaji navazani RNA polymerdzy na promotor, coZ je nasledovano ¢asteCnym
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rozpletenim obou fetézctii dvousroubovice DNA a zpfistupnénim kratké sekvence
templatového tetézce. Prifazenim prvniho nukleotidu propukd RNA syntéza doprovazena

odstépenim sigma faktoru od RNA polymerazy po ziskani délky kolem 9 nukleotidu. [5], [7]

Elongace fetézce RNA je casové definovana v okamziku odstépeni sigma faktoru
s naslednym postupovanim RNA polymerdzy podél vldkna DNA. RNA polymerdza se
posouva krok za krokem a v mistech styku rozviji dvousroubovicovou strukturu DNA do
délky 15-18 bp, tim jsou zpfistupniovany sekvence DNA potiebné k piekladu. Vytvarejici se
RNA kopie je spolu stemplatovym fetézcem DNA formovana do hybridniho useku
DNA-RNA o délce ptiblizn¢ 12 bp, na jehoz startu se RNA odpoutavd od DNA molekuly.
Narast vlakna RNA je uskute¢iiovan ve sméru 5° — 3°. [3], [7]

Ukonceni transkripce, zvano terminace, nastdva v momentu dosazeni RNA polymerazy
ke specifické sekvenci DNA nazyvané terminator a jeho piepisu. Zastaveni elongace RNA
fetézce je realizovano bud’ zménou struktury RNA transkriptu do podoby vldsenky nebo
navazanim specifického proteinu Rho faktoru na finalni molekulu RNA. [7]

1.2.2 Regulace genové exprese pomoci metylace DNA

Pro regulaci genové exprese je pravdépodobné vyznamna chemickd modifikace nukleotidd,
realizovana napojenim metylové CHj skupiny na cytosin. Vétsina metylovanych cytosind je
lokalizovdna v paru bazi se strukturou mCpG, kde mC znaéi metylcytosin a p oznacuje
fosfodiesterovou vazbu mezi obéma nukleotidy fetézce DNA. Reakci potiebnou pro navazani
metylové skupiny na cytosin uskutectiuje enzym metyltransferaza, kterd rozpozna pouze
nemetylovany cytosin nachazejici se vedle guaninu. [7], [10], [11]

Obr. 4: Struktura 5metylcytosinu. [10]

Frekvence dinukleotidi CpG (CpGs), vétsinou metylovanych, je v lidskych genomech
nizka, nejspi§ proto, ze béhem vyvoje mutovaly na TpG dinukleotidy. CpG dinukleotidy
nachazejici se v DNA jsou navic rozprostieny nerovnomeérn€, s hojnymi kratkymi castmi
DNA, které maji mnohem vétsi vyskyt CpGs nez je jejich priimérnd hodnota v genomu. Tyto
oblasti s vysokou hustotou CpGs se nazyvaji CpG ostruvky (CpGls). Obsah metylovaného
cytosinu v nich je bud’ velmi vyjime¢ny, nebo zadny Vv piipadé aktivnich gent a tento stav
napomaha transkripci. Pfitomnost metylace v oblasti CpGls je spojena s deaktivaci gent.
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Pfic¢inou muze byt, Ze metylovany cytosin zabradni navazani traknskripénich faktori nebo
podporuje vazbu inhibi¢nich komplexi, které obsahuji histon deacetylazy a jiné faktory

podminujici zmény chromatinu do inaktivni formy. [10], [11]

U savcu se vyskytuji nezvyklé pifipady metylace DNA, kdy genetickd exprese je
podminéna jeho parentalnim puvodem. Tento stav je nazyvan jako imprinting genu a
vyjadiuje fakt, ze gen byl n¢jak poznamenan, aby si pamatoval, u kterého rodice ma pivod.
Timto oznacenim, které fidi expresi genu, je pravé metylace jistého mnozstvi dinukleotidl
CpG v blizkém okoli genu. Pivod tvorby této metylace je v rodiCovské zarodecné linii.
V pribéhu embryogeneze se ne/metylované stavy zachovavaji pii vSech replikacich, ale
metylovany gen, ktery byl ziskdn od jednoho pohlavi, miize byt demetylovan pii prochazeni
pies potomka opacného pohlavi. V zavislosti na pohlavi jsou charakteristické metylace
nastaveny znovu Vv kazdém pokoleni. Fakt, ze nékteré geny jsou metylovany jen u jednoho

z pohlavi, poukazuje na to, ze metyla¢ni aparat je fizen pohlavné zavislymi faktory. [10]

1.3 CpG ostrivky

Jak jiz bylo uvedeno vyse, CpG ostrivky jsou regiony nepodléhajici nebo zcela vzacné
podléhajici metylaci, které maji piiblizné desetkrat vys$si obsah cytosinu a guaninu nez je
jejich praimérny vyskyt v genomu. Tyto napadné sekvence dosahuji délky asi 1 kb a jsou
nejcastéji lokalizovany na 5¢ konci genu. Podle distribuce CpGs na 5¢ konci genu, mohou byt
RNA polymerazou II piepisované geny kategorizovany jesté do druhé skupiny. Do ni patii
CpG chudé oblasti, vétsSinou podléhaji metylaci a jsou tvoieny CpGs jejichZ denzita je stejna
jako genomicky pramér, ktery je pfiblizn¢ jeden na kazdych 100 nukleotidi. Zde zapadaji

geny, jejichZ exprese je omezena na limitovany pocet buné¢énych typu. [1]

A CpG - chudé promotory 500 bp
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l | l l L | 1 | IH_I,IIII | Il 11
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Obr. 5: Dvé tfidy lidskych a mySich promotoru asociovanych s CpG chudymi oblastmi (A) a s CpGls (B).
Vertikalni linky znazorriuji rozlozeni CpGs, ¢ervené obdélniky s Sipkami znazornuji prvni exon a transkripéni
iniciani misto. [1]
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Asi 60 % vsech promotort vyskytujicich se u lidi jsou asociovany s CpGls. Obecné u
obratlovcu jsou CpGls spojeny s 5° koncem vSech provoznich gent, které se projevuji ve
vsech bunéénych typech, a mnoha tkanoveé specifickych genti. Rovnéz jsou Vv této skupiné
zahrnuty CpGls asociovany S 3‘ koncem né¢kterych tkanoveé specifickych gend. Par gent
obsahuje jak 5¢, tak 3 CpGls, které jsou oddéleny nckolika tisici bp CpG chudych oblasti. Na
druhé stran¢ 20 % lidskych promotord asociovanych s CpGls jsou CpG nedostatecné,
odpovidajici mySim ortolognim gentim. U ortolognich genli obou organizmi byla pozorovana
pritomnost nebo absence CpGls. Vysvétlenim tohoto jevii mize byt, ze nékteré lidské geny
mohly CpGls ziskat nebo odpovidajici mysi geny je mohly ztratit. Moznou pfi¢inou je
odchyleni obou druhti od spole¢ného piedka pied 65 miliony lety. [1], [12]

Nedavné srovnavaci studie mezi obéma organismy umoznily z vét§i miry pochopit, jak
jsou CpG ostravkové promotory organizované z hlediska protein-DNA interakci a schématu
exprese. Spousténi DNA replikace in vivo na CpGls naznacuje, ze jejich typické vlastnosti
mohou byt nasledkem této aktivity a otviraji mozZnost koordinované regulace transkripce a
replikace. [1]

1.4 Metody pro predikci CpG ostrivki v nukleotidovych sekvencich
Pro identifikaci CpG ostrivkt byly vyvinuty fady algoritmi, které lze rozdélit do dvou

skupin. Do prvni kategorie nalezi tradicni algoritmy zaloZzené na tfech sekvencnich
parametrech, kterymi jsou délka CpG ostriivku, obsah guaninu a cytosinu a pomér obdrzené a
oc¢ekavané hodnoty vyskytu CpG (Obscpe/EXPcpe ). Druhou skupinu tvoii algoritmy zalozené

na statistickych vlastnostech v sekvencich bez zavislosti zminénych tii kritérii uvedenych
vyse. [2]

1.4.1 Gardiner-Gardeniiv a Frommeriiv algoritmus

V roce 1987 byl Gardiner-Gardenem a Frommerem navrzen pGvodni, na tfech kritériich
zalozeny, algoritmus pro identifikaci CpG ostrivku v sekvencich genu. Algoritmus pracuje na
principu plovouciho okna o délce 200 bp, které se posouva podél sekvence, GC obsah musi
byt vyssi nez 50 % a Obscyc/EXpcpe hodnota vétsi nez 0,60. Pomér obdrzené a ocekavané
hodnoty vyskytu CpG je pocitan podle nasledujiciho vzorce:

Obs pocet CpG

ooy P9 = e N (1)

Exp pocet C - pocet G
kde N je celkovy pocet nukleotidi v analyzované sekvenci. [12], [13], [14]

Tento algoritmus, Casto sjistymi Upravami, byl Siroce uplatiovan v analyzach
jednotlivych gent, nevelkych souborech genomickych sekvenci nebo jednotlivych genomech.
Problém nastavd v genomech obratlovci s hojnym poctem repeti¢nich oblasti, jako jsou
napiiklad Alu repetice, které také spliuji uvedené tii kritéria. Alu repetice jsou kratké
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roztrousené elementy o délce asi 280 bp s casto vysokym obsahem guaninu a cytosinu
opakujiciho se v ramci genomu. Pro zamezeni této falesné detekce byl algoritmus pouzivan

k vyhledavani CpG ostrivku pouze u nerepetitivnich ¢asti genomu. [13], [14]

1.4.2 Takai a Jonesiiv algoritmus

Pomoci analyzy dat lidskych chromosomut 21 a 22 hodnotili Takai a Jones tii parametry z
Gardiner-Gardenova a Frommerova algoritmu a navrhli optimalni set kritérii, kdy CG obsah >
55 %, délka CpG ostrivku > 500 bp a Obscyc/EXpcps  hodnota > 0,65. Vysledkem je
algoritmus, ktery mize G¢inné vyloucit falesné pozitivni CpG ostrivky v repeticich a spise
identifikovat CpG ostruvky asociované s 5° koncem lidskych genti. Opakujici se oblasti, jako
Alu repetice, nejsou ve vysledku zahrnuty tak casto jako v predeslém piipad€. Pouzitim
ptisnéjSich kritérii je dosazeno lepSich detekénich vysledki a zaroven se zda, Ze tento postup
je také vhodny pro ostatni geny. [13], [14]

1.4.3 CpGcluster

Kolektiv autorti v ¢ele s Hackenbergem vyvinuli novy algoritmus, nazyvany CpGcluster,
ktery zcela zavisi na statistickych vlastnostech CpG shluki v nahodnych sekvencich
lokalizovanych ve stejném chromosomu. CpGcluster detekuje shluky CpGs podle statistické
vyznamnosti na zakladé fyzickych vzdalenosti mezi sousednimi CpGs na chromosomu na
zakladé faktu, ze vzdalenost mezi distribuci sousednich CpGs se 1isi na CpG ostriveich od
zbylé casti DNA sekvence. CpG shluky jsou definovany jako CG-husté fragmenty detekéné

zalozeny na empirickych druhové specifickych méfitcich. [2], [14]

Cely algoritmus se sklada ze dvou hlavnich krokd. Prvnim z nich je nalezeni CpG shluk
Vv sekvenci chromozomu. Jak jiz bylo uvedeno vySe tento krok je zaloZeny na statistickych
vlastnostech fyzické vzdalenosti mezi vedlejsimi CpGs v DNA sekvenci, kdy bohaté CpGs
v CpGIs mohou byt oddéleny kratSimi vzdalenostmi za vzniku shlukii. V zésad¢, jestli je
distribuce CpGs podél sekvence zcela ndhodnd, vzdéalenosti mezi sousednimi CpGs by mély

sledovat geometrické rozdéleni:

P(d)=1-p)*'p, 2

kde P(d) je pravdépodobnost nalezeni vzdalenosti d mezi sousednimi CpGs a p reprezentuje
pravdépodobnost CpGs v sekvenci, vypoctené jako pomér mezi CpGs a celkovym poctem
dinukleotidi v DNA sekvenci. [15]

Samotna realizace zacina skenovanim sekvence ve sméru 5‘—3° a zaznamenavanim
pozic obsazenych cytozinem nebo guaninem. Poté ndsleduje provedeni vypoctu fyzické
vzdalenosti oddé€lujici dva sousedni CpGs, kdy prvni vzdalenost pod piedem stanovenou
prahovou hodnotou urcuje prvni CpG shluk. Rist prvniho shluku po proudu pokracuje
pridavanim dalSich CpGs dokud je pocitand distance stidle pod zvolenym prahem. Po
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ptekroceni hranice je shluk vyhodnocen jako kompletni a zapoc¢ind hledani dalSich, dokud
nejsou identifikovany vSechny CpG shluky v celé sekvenci. [15]

Druhym krok sestdva z pfifazeni p-hodnoty kazdému shluku nalezenému algoritmem
uvedenym vyse. P-hodnota pak piedpovida jako CpGlIs pouze ty shluky s dostate¢né velkou
statistickou vyznamnosti, tedy ty, jejichz p-hodnoty jsou pod nastavenou prahovou hodnotou.
Jeji velikost lze odhadnout bud’ numericky pomoci ndhodného testu na DNA sekvenci

eventualné prostiednictvim teoretickych pravdépodobnostnich funkei. [15]

Protoze CpGcluster nevyzaduje minimalni délku, je pravdépodobné, Ze detekuje mnohem
vétsi poCet CpG ostrivkl nez ostatni algoritmy. Pfedevs§im, mlZe tento algoritmus pfehanét
pocet CpG ostrivkli na chromosomech s nizkym obsahem GC, které maji ¢asto nizkou
genovou denzitu, protoze jejich CpG shluky byly identifikovany vzhledem k CpG
vlastnostem pozadi. Na druhou stranu mize CpGceluster najit kratké, ale pln¢ funkéni CpG
ostriivky obvykle nenalezené ostatnimi algoritmy, které navic vzdy zacéinaji i konéi CpG
dinukleotidy. Jelikoz algoritmus pouziva pouze celo¢iselné pocty, vede Krychlému a
vypocetné efektivnimu nalezu CpGls. [14], [15]

1.4.4 Skryty Markoviiv model

Nedavné studie ukazaly, ze pouziti skrytych Markovovych modelt (HMM) v detek¢nich
algoritmech muiize vést k vylepSeni dosaZenych vysledkii. HMM je pravdépodobnostni
stavovy model, ktery na zikladé pravdépodobnosti prechdzi mezi jednotlivymi stavy, kdy
pocty stavi jsou kone¢né. Tento model se sklada z Markova procesu, ve kterém je stav skryty.
To znamena, Ze zvenc¢i neni stav, ve kterém se nachazi ptresné zjistitelny, ale je k dispozici

informace o vystupu, ktery nadejde s urcitou pravdépodobnosti. [13], [16]

Viditelny
vystup n

Skryty stav

Y
ne - CpGls

Obr. 6: Schéma skrytého Markovova modelu pro CpGils.

Markoviiv proces je ndhodny jev, u kterého jsou budouci pravdépodobnosti stanoveny na
zaklad¢é nejnovéjsich hodnot. Zminény model vyZaduje znalost n€kolika pravdépodobnosti,
které mohou byt rozdéleny do tii skupin. Do prvni skupiny patii poc¢atecni pravdépodobnosti,

které jsou Casto stejné pro rtzné stavy, a stanovuji, ve kterém stavu bude systém na zacatku
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algoritmu. Pfechodové pravdépodobnosti, patiici do druhé skupiny, urcuji s jakou
pravdépodobnosti, se muze model ze stavu i dostat do stavu j. Posledni skupinou jsou
vystupni pravdépodobnosti uréujici, pravdépodobnost symbolu b na vystupu naleziciho do
stavu k. [13]

Skryty Markoviiv model se sklada ze dvou Markovovych fetézcti, jeden popisuje stav pro
CpGls (+) a druhy fetézec oznacuje stav pro ne-CpGls (-). Prepinani z jednoho fetézce na
druhy na kazdém bodu ptechodu probihd pouze s malou pravdépodobnosti. S existenci téchto
dvou stavil nastava problém, kdy neni znamo, z kterého stavu pochazi aktudlni nukleotid na
vystupu. Cilem je praveé urCeni sekvence stavli ze zndmé sekvence symboll. Tato sekvence

stavll je nazyvana cesta a znaci se symbolem 7. [17]

Pravdépodobnost ziskani sekvence symboli X = (X, ..., x;) pro konkrétni cestu
7T = (m, ..., m) Je obecné dana nasledujicim vzorcem:

p(xy Xy, Tq M) = P(Xg X, Mo =0, Ty . Ty, Ty =0) =

= Qog, H?:l €m; (xi)aniniﬂr (3)

kde mn+1= 0, e4(X) je vystupni pravdépodobnost, ajj je pfechodova pravdépodobnost a n je
délka sekvence. BohuZel, obvykle neni znama cesta skrz model. Proto nasleduje dekddovani,
tedy urCeni, které ¢asti sekvence budou klasifikovany jako CpGls a které nikoli. Protoze je
vice cest, které vedou ke generovani stejné sekvence S rozdilnou pravdépodobnosti, cilem je
nalezeni nejpravdépodobnéjsi cesty. To lze provést napiiklad pomoci Viterbiho algoritmu
popsaného nize. [17], [18]

1.4.5 Viterbi algoritmus

Viterbiho algoritmus je dynamicky programovaci algoritmus vytvoifeny Adnrewem Viterbim
vroce 1967. Algoritmus umoziiuje vypocitat nejpravdépodobnéjsi cestu vedouci k dané
sekvenci, protoze ve skuteCnosti existuje nékolik cest vedoucich pies skryté stavy k dané
sekvenci, které vSak nemaji stejnou pravdépodobnost. Viterbiho cesta obvykle souvisi se
skrytymi Marokovovymi modely, kdy vyZaduje znalost parametrit HMM a konkrétni vyStupni
sekvenci, poté pracuje na nalezeni maxima pres vSechny mozné stavy sekvence (CpGls a

ne-CpGils). [13], [19]

Pravdépodobnost nejpravdépodobnéjsi cesty koncici ve stavu k S pozorovanim prvku i je

déana nasledujicim vztahem:

P (i, x) = ey (Dmax, (P (j, x — Dprt) 4)
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kde e(i) je pravdépodobnost sledovaného prvku i ve stavu I, pk(j, X-1) je pravdépodobnost
nejpravdépodobnéjsi cesty koncici na pozici x-1 ve stavu kselementem j a pa je
pravdépodobnost piechodu ze stavu | do stavu k. Pro vétsi efektivitu a piesnost je vhodné

pouziti logaritmu pravdépodobnosti, ktery umoznuje pocitat souéty misto soucind. [19]

Z vyse uvedené rovnice (4) Viterbiho algoritmus iteracné pocita pravdépodobnosti
p+(i,x) a p-(i,x), které udavaji, ze nukleotid i na pozici x byl vytvoren stavem CpGls nebo ne-
CpGls. Nejvyssi ziskana pravdépodobnost pro nukleotid na aktualni pozici je
pravdépodobnost nejpravdépodobnéjsi cesty. Po probéhnuti celé sekvence vystupnich
symbolt pak lze zpétnym sledovanim ziskat nejpravdépodobné&jsi posloupnost skrytych stavi.
[19]

Ol -0 (o -
0 00 L0 -
Obr. 7: Schéma Viterbiho algoritmu, kde znaménka +/- jsou stavy CpGls/ ne-CpGls, symbol 1 pro vyssi

hodnotu a | niz8i hodnotu pravdépodobnosti ze sloupce. Oranzové je vyznacena nejpravdépodobnéjsi cesta
vzniku dané sekvence.

21



2 PRAKTICKA CAST

2.1 Program CpGls_predikce

Program CpGls_predikce spolu sdalsimi doprovodnymi funkcemi byl navrzen
Vv programovacim prosttedi MATLAB 7.11.0 R2010b. Pro snadngj$i praci a orientaci
uzivatele bylo v editoru GUIDE vytvoteno ptehledné grafické rozhrani.

TERTTE k. AWM W - =

Untitled 1 k]
% G e B
- o o
Predikce CpG ostrivku
VloZeni sekvence
GGATCCCCGGGGLTCTEGEGCGETGTGEECETAGTBAAGCCCCACBCAGCCELCCTCCTCCCCGGTCACTGACTGGTCCTECAGGLTCTTCACGGTGTACCCCAGCACCAAGGTCTA
Nacteni sekvence
>g{183793{gb{J00153.1]HUMHBAS Homo sapiens HBAP1 pseudogene, complete cds; and hemoglobin alpha 2 (HBAZ2) and hemoglobin alpha 1 (HBA1) genes,
complete cds I
— Parametry sekvence- |
Délka sekvence: 12847 Denzitni vektor pro CpG i
1 T
Doporueny 335 - 642 . I
rozsah okna. - 08k ]
T o |
Doporudené okno: 489 = I
2 08 . — — — e —| i
Zobrazit parametry = i
s
= 04 o i
H I
Vi T V. =
— Vstupni parametry = 02- 1
=
Délka okna 439 0 1 1 | | | 1
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 |
Denzity nukleotidl Pozice v sekvenci [bp]
Nalezené CpGls Vyznateni pozic CpGls
B 1 .
Prvotni nanled denzity C+G Zacitek Konec Délka [bp] | GC obsah [%]
i 1 1 811 811 64 »
Frah o 2 3598 4226 629 60
T 3 5785 7812 2028 67| 05
hin. delka
RO 4 7852 8504 53 61
Win. vzdélenost 100 3 9585 11560 1966 67
CpGls I 11829 12141 513 81 7| L il
F 0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 I
| Export do Excelu Pozice v sekvenci [bp]
|
— — —_— =

Obr. 8: Uzivatelské rozhrani programu CpGls_predikce.

CpGlIs_predikce je algoritmus umoznujici vypocet a grafickou reprezentaci denzit jak
jednotlivych, tak dle biochemickych vlastnosti uspofadanych nukleotid. Hlavni funkci
programu je, na zakladé zvolenych parametri, pifedevsim piedpovéd CpGls, které jsou
reprezentovany zacatky, konci, délkami a GC obsahy. Navic je pro lepsi pfedstavu k dispozici
jejich grafické znazornéni. Testovand data lze do grafického prostiedi zadat ru¢n€ nebo je
k dispozici nacteni formatu FASTA, ktery obsahuje hlavicku a samotnou sekvenci. Nalezené
CpGls, popsany vyse uvedenymi parametry, je mozné exportovat do tabulkového editoru MS
Excel pro pfipadné dalSi zpracovani. Zakladni principy programu jsou rozepsany
v nasledujicich kapitolach, grafické prostfedi je okomentovdno V manudlu umisténému

Vv ptiloze D .
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2.2 Indika¢ni a nukleotidové denzitni vektory

Pro detekci CpG ostrivkit zuméle vytvofené DNA sekvence, ktera je posloupnosti Ctyf
opakujicich se symbolt, byla nejprve provedena vhodna transformace do numerické
reprezentace. Zvolena byla 4D binarni reprezentace. Zakladem metody je vytvofeni Ctyf
indika¢nich vektord, jeden pro kazdy nukleotid, ua(n), ur(n), us(n), uc(n), které obsahuji na
pozici n hodnotu 1, pokud je dany nukleotid pfitomny nebo O pii jeho absenci a plati

nasledujici vztah:
u, k] = 1jestlize s[k] = X , (5)
kde s[K] pro £k =0, 1,..., N-1 je symbolicka sekvence o délce N, X je zvoleny nukleotid. [20]

Zminéné Ctyfi indikaéni vektory jsou vstupem pro vypocet vektorti nukleotidové denzity,
které vyjadiuji praimérny vyskyt jednotlivych nukleotidi v dané ¢asti DNA sekvence. Vznik
nukleotidového denzitniho vektoru je realizovan pomoci posuvného okna zvolené délky, které
se postupné posouva po indikacnim vektoru a pocita primér hodnot nachézejicich se uvnitt
okna. Z obsahu denzitnich vektorti neni mozna zpétna rekonstrukce originalni posloupnosti
symbold, nasledkem je ztrata informacniho obsahu o ptfesné poloze nukleotidi v sekvenci.
Denzitni vektory jsou vypocitany pro jednotlivé nukleotidy A, T, G, C podle niZe uvedeného
VzZorce:

dy[n] = —2—, n=1..N, (6)

kde n je pozice v sekvenci, X je typ nukleotidu, W je velikost posuvného okna, Uy je indikacni
vektor zvoleného nukleotidu a N je délka sekvence. [21]

Realizace v programovém prostiedi MATLAB je ziejma z nize uvedeného pseudokddu
funkce, vyuzivajici diive uvedeny vztah (6), pro vypocet ¢ty fadkové nukleotidové denzitni
matice, kdy jeden fadek odpovida danému denzitnimu vektoru pro jeden ze ¢tyi nukleotidu.
Vstupni proménnd ml je oznafeni pro indikacni matici a W opét symbolizuje velikost
posuvného okna.

denzitni matice (sekvence,ml,w)
1 for i « 1 to 4
2 for j -« 1 to délka sekvence

. . . ji+w—1
3 denzitni matice;,; « Z]j ml; /w;

4 return denzitni matice
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2.2.1 Posuvné okno

Velikost posuvného okna musi splitovat podminku lichého ¢&isla, divodem je nutné umisténi
pozice n do stiedu posuvného okna. Nastaveni velikosti okna se provadi v zavislosti na
pozadovaném rozliSeni, délce sekvence a dobrém vizudlnim hodnoceni. Zvolené hodnoty
délky okna by mély lezet v intervalu od 5, coz je nejmensi smysluplna velikost, po 1/20 délky
sekvence. Aby byl potlacen vliv zacatku a konce sekvence, je ptidano W/2 pocet nul na obé
strany indika¢nich vektord. [21]

Jelikoz uvedené rozmezi pro volbu velikosti posuvného okna je prili§ velké a posuvné
okno do zna¢né miry ovliviiuje hledani CpGls, byla provedena analyza vlivu velikosti okna
na detekci CpGls. Pro tento ucel byla zhotovena uméla sekvence s vpravenymi CpGls na
pozicich 51-100, 201-300 a 410-424. Protoze redlné sekvence nemaji v CpG ostrivcich GC
obsah 100 %, obsahuji ostrivky zhotovené sekvence 10 % ostatnich dvou nukleotidi A a T,
aby se realnym sekvencim pftiblizily. Je vSak nutné brat v tivahu, ze CpGls nejsou piesné
definovany, protoze v jejich blizkosti se muzou nachazet dalsi cytosiny a guaniny, které je
mohou do jisté miry zkreslit. Z tohoto diavodu byly sledovany nejen odchylky zacatku a
koncti od stanovenych CpGls, pocet nalezenych nebo nenalezenych CpGls, ale také jejich
délka a GC obsah. Testovano bylo okno velikosti 5 a poté okna délky od 11-25 pro prahy
0,9/0,8 /0,7.

Tabulka 1: Skutec¢né pozice CpG v sekvencich, kde Z je zacatek, K je konec, D je délka CpG ostravku.

Skutecné CpGls
yA K D
51| 100| 50
201| 300| 100
410| 424 15

Po bliz§im piezkoumani nize uvedené Tabulka 2 a dalSich dat, které jsou soucasti prilohy
B , byl odhadnut doporuceny interval hodnot pro volbu délky okna od 13 do 25. Tento
interval vychazi z faktu, ze u oken délky menSich nebo rovno 11 bylo falesn¢ detekovano
vétsi mnozstvi CpGls nez u oken nasledujicich. Naopak hodnoty okna vétsi nez 25 by
nespliiovaly podminku, Ze maximalni délka okna by neméla ptesdhnout 1/20 délky sekvence.
Piili§ velké okno by nukleotidovou denzitu vyhladilo do takové miry, kterd by zamezila
nékteré CpGls detekovat. Konkrétni hodnota okna 19 pro vypocet nukleotidovych denzit byla
stanovena jako stfedni hodnota vySe zminéného intervalu. Pro obecnou platnost byla délka
okna vztazena k délce sekvence. Doporuceny rozsah je urcen 2,6 %-5 % délky sekvence a
Z n¢j vyplyva stfedni hodnota okna 3,8 % délky sekvence.
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Tabulka 2: Analyza vlivu velikosti posuvného okna na detekci CpGls, kde w je velikost okna, Z je zacatek,
K je konec CpGls, GC% je obsah G a C v CpGils a O je odchylka od spravnych pozic. Cervené jsou znazornény
chybné detekované CpGils.

Prah=0,7
w| Z (0] K (o) D O |GC% |w | Z (o) K 0 D O | GC%
4 12 9 67 40| 11| 101 -1| 62| -12| 80
44 69 26 85 144 163 20 65
69| -18| 99 1| 31| 19| 81 189| 12| 306| -6| 118| -18| 84
104 109 6 67|15 | 341 356 16 69
112 121 10 70 406 4| 433 -9 28| -13 68
128 133 6 67 Pocet chybné detekovanych CpGls: 2
147 162 16 69 Pocet nenalezenych CpGls: 0
180 187 8 63 39 12| 102 -2 64| -14 77
5 190 199 10 70 144 166 23 66
199 2| 303| -3| 105 -5| 88 17 188| 13| 307| -7| 120| -20| 83
325 332 8 63 404 6| 435| -11| 32| -17| 66
340 352 13 77 Pocet chybné detekovanych CpGls: 1
408 2| 425 -1| 18| -3| 73 Pocet nenalezenych CpGls: 0
427 435 9 67 39 12| 102 -2 64| -14 77
447 454 8 63 188 13| 306 -6| 119| -19 84
476 484 9 67119 | 404 6| 435| -11 32| -17 66
Pocet chybné detekovanych CpGls: 13 Pocet chybné detekovanych CpGls: 0
Pocet nenalezenych CpGls: 0 Pocet nenalezenych CpGls: 0
42 9| 101| -1| 60| -10| 80 35| 16| 103| -3| 69| -19| 76
144 162 19 69 186| 15| 307| -7| 122| -22 82
190| 11| 305| -5| 116| -16| 86|21 | 403 7| 438| -14| 36| -21 64
11 339 354 16 63 Pocet chybné detekovanych CpGls: 0
408 2| 428 -4| 21| -6| 67 Pocet nenalezenych CpGls: 0
427 440 14 65 35| 16] 103 -3| 69] -19] 76
Pocet chybné detekovanych CpGls: 3 186| 15| 307 -7 122 -22 82
Pocet nenalezenych CpGls: 0 23 | 409 1| 433 9| 25| -10 72
42 9| 100 0| 59| -9| 82 Pocet chybné detekovanych CpGls: 0
148 162 15 74 Pocet nenalezenych CpGls: 0
190| 11| 305 -5| 116| -16| 86 34 17| 106 -6 73| -23 74
13| 339 354 16 63 182| 19| 309| -9| 128| -28| 82
408 2| 425 -1| 18| -3| 73|25| 408 2| 435| -11| 28| -13 68
Pocet chybné detekovanych CpGls: 2 Pocet chybné detekovanych CpGls: 0
Pocet nenalezenych CpGls: 0 Pocet nenalezenych CpGls: 0
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2.2.2 Graficka reprezentace nukleotidovych denzit

Nejzékladnéj$im grafickym zobrazenim nukleotidovych denzit je jejich samostatné vykresleni
pro jednotlivé nukleotidy. Na Obr. 9 jsou vyobrazeny denzity vsech ¢ty nukleotidii z uméle
vytvorené sekvence dlouhé 500 bp s presné definovanymi CpG ostrivky na pozicich 51-98 a
201-300, kdy délka okna byla analyzou zvolena na hodnotu 19, jako kompromis mezi
rozliSenim a dobrou vizualitou. Délka okna 19 byla pouzita pro vsechny nésledujici

zobrazeni. Ackoliv je konstrukce jednoduchd, neposkytuje dostate¢nou vizualni informaci.

1 T T T T T T T T T

0.5 -

i

Nukleotidovd denzita [-]
L L L L

=]

i
T

|

=]
i

U/\\M.

100 150 200 250 300 350 400 450
Pozice v sekvenci [bp]

Obr. 9: Denzitni vektory jednotlivych nukleotidt z umélé vytvorfené sekvence, W = 19.

Druhou moznosti grafické reprezentace je zobrazeni souctu nukleotidovych denzitnich
vektorii na zakladé jejich biochemickych vlastnosti, kterymi jsou molekularni struktura, sila
vazby mezi komplementarnimi bdzemi a obsah radikalti. Vysledny obraz je rozdélen do tii
blokt, kdy prvni vykresluje sumy denzit A, G oproti C, T, druhy A, T a C, G a posledni blok
zobrazuje nukleotidy A, C a G, T. Biochemické vlastnosti nukleotidii jsou podrobné&ji
rozepsany v kapitole 1.1.1. Je patrné, Ze vizualni informace je jiz hodnotnéjsi nez v predeslém
ptipadé. Zejména v druhém oddilu na Obr. 10 jsou jiz na souctu denzit C a G dobie
rozpoznatelné umele vytvorené CpG ostrivky. Pravé tato suma nukleotidovych denzitnich

vektort cytosinu a guaninu bude pouzita v dalsi analyze.
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Pozice v sekvenci [bp]

Obr. 10: Soucty denzitnich vektort jednotlivych nukleotidi umélé sekvence dle biochemickych vlastnosti, W = 19.
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2.3 Realizace detekce CpG ostriuvku

Samotna detekce CpG ostrivku je provadéna na vysledné sumé nukleotidovych denzitnich

vektorti cytosinu dc @ guaninu dg, ktera je vypocétena na zaklad€ nasledujiciho vzorce:
SCG[n] = dc[n] + dG[n], n=1..N. (7)

Urceni zda se na daném misté vyskytuje vyznamny shluk CpG dinukleotidi je
realizovano na zaklad¢ faktu, zda primérny vyskyt C a G v dané ¢asti sekvence ptrekroci
piedem stanoveny prah. Zvolena velikost prahu vyznamné ovliviiuje dosazené vysledky. Pro
piesnéjsi stanoveni zacatku a konce CpG ostriivku, se pii jejich indexaci na zaCatku odecita a

na konci pfi¢ita hodnota W/2.

Provedeni v MATLABU je vysvétleno na nize uvedeném pseudokodu. Hodnota zacatku z
CpGls je do matice vektoru ulozena, pokud zkoumana hodnota denzity je men$i nez
stanoveny prah a zaroven hodnota nasledujici je vétSi nez prah. Konec k CpGls je ziskan
obdobnym zptisobem s tim rozdilem, ze prvni hodnota musi byt vétsi a pfisti hodnota mensi
nez prah. Vstup cpg je vektor ziskany sumou nukleotidovych denzitnich vektor cytosinu a
guaninu.

Detekce z k(sekvence, cpg,prah)

1 for i « 1 to délka sekvence

2 if cpgis1 2 prédh and cpg;<prah
zi <1
return z;

ki ~i
return k;

3
4
5 elseif cpg;.1<préh and cpg; 2 prah
6
7
8 return zacatky a konce CpGIs

2.3.1 Testovani funkce na umélych sekvencich

Vystupem celé detekce je jak grafické zobrazeni denzitniho vektoru Sgc S vyznadenym
prahem, tak matice obsahujici v prvnim sloupci zacatky CpG ostrivku, v druhém sloupci
jejich konce a v poslednim, tietim, sloupci jejich délku. Pro vytvofeni, vyzkouseni a vyladéni
programu, byly pouzity ¢tyfi uméle vytvorené DNA sekvence o délce 500 bp se dvéma presné
definovanymi CpG ostrivky. K dispozici je informace o poloze, délce a obsahu ostriivku.
Vsechny ctyti sekvence maji CpG ostruvky délky 48 bp a 100 bp pfitomny na pozicich 51 az
98 a 201 az 300. Lisi se vSak obsahem ostatnich dvou nukleotidli v ostrtivcich, kdy prvni

oy e

15 %.
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Obr. 11: Jednotlivé prahy pro sekvenci obsahujici CpGls s 0 % obsahu A, T. W = 19.
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Obr. 12: Jednotlivé prahy pro sekvenci obsahujici CpGls s 5 % obsahu A, T. W = 19.
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Obr. 13: Jednotlivé prahy pro sekvenci obsahujici CpGls s 10 % obsahu A, T. W = 19.
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Obr. 14: Jednotlivé prahy pro sekvenci obsahujici CpGls s 15 % obsahu A, T. W = 19.

Vliv zvoleného prahu a délky posuvného okna na vyslednou detekci je zobrazen na
ptredeslych obrazcich (Obr. 11, Obr. 12, Obr. 13, Obr. 14). Pfi piili§ nizké hodnoté prahu jsou
jako CpG ostrivky vyhodnoceny i oblasti, které nemaji dostateny GC obsah. Naopak pii
nadmérné velkém prahu nejsou pfitomné CpG ostrivky zaznamenany viibec nebo jsou

zobrazeny kratsi, neZ jsou ve skutecnosti.

Tabulka 3: Skute¢né pozice CpG v sekvencich, kde Z je zacatek, K je konec, D je délka CpG ostravku.

Skutecné CpG
4 K D
51 98 48
201 300 100

Vyse zminény vliv volby prahu je potvrzen i v Tabulka 4, kdy pro prah 0,5 bylo jako CpG
ostriivek vyhodnoceno nadmérné mnozstvi dat u vSech zkoumanych sekvenci. Z celkového
pohledu, ktery zahrnuje vSechny pfipravené sekvence, bylo nejlepsi detekce dosazeno
s prahem 0,7, kdy v sekvencich byly spravné klasifikovany pouze dva CpG ostruvky, i kdyz
hodnoty zacatkd a konct jsou pomérn¢ zkresleny. Prah 0,9 dosahl nejptesnejsiho stanoveni
vsech parametril, avSak pouze u sekvence, v které byl 0% vyskyt A a T v CpG ostriveich. U
naslednych dvou sekvenci bylo opét vyhodnoceno vétsi mnozstvi ostriivku nez ve skute¢nosti.
Naopak v posledni sekvenci detekce selhala a nebyl prokazan zadny ostrivek, protoze
pramérny vyskyt C a G v celé ¢asti sekvence neptekrocil takto stanoveny prah. Volba prahu
je ponechana na uzivateli a méla by predevSim vychazet z pohledu na grafické znazornéni

nukleotidové denzity GC.
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Tabulka 4: Zobrazeni obsahu jednotlivych vystupnich matic pro zvolené sekvence a prahy, kde Z je zaCatek,
K je konec, D je délka CpG ostrivku.

VCpGO%A,T | VCpG5%A,T | VCpG10%A, T | VCpG15%A, T
péh| 2z | k [ p |z | k|p|z|k|Dbp|]z]|k]|D
0 19 19, 0 19 19| 0 19 19 | 0 19 19
29 111 82 | 29 111 8 | 29 111 8 | 29 111 82
101 127 26 | 101 127 26 | 101 127 26 | 101 127 26
110 139 29 | 110 139 29 |110 139 29 | 110 139 29
122 143 21 | 122 143 21 | 122 143 21 | 122 143 21
126 147 21 | 126 147 21 | 126 147 21 | 126 147 21
131 173 42 | 131 173 42 | 131 173 42 | 131 173 42
05 |173 314 141|173 314 141|173 314 141|173 314 141
326 348 22 | 326 348 22 | 326 348 22 |326 348 22
331 364 33 331 364 33 | 331 364 33 |331 364 33
400 420 20 | 400 420 20 | 400 420 20 | 400 420 20
403 446 43 | 403 446 43 | 403 446 43 | 403 446 43
434 453 19 | 434 453 19 | 434 453 19 | 434 453 19
446 469 23 | 446 469 23 | 446 469 23 | 446 469 23
462 485 23 | 462 485 23 | 462 485 23 | 462 485 23
39 103 64 | 39 102 63 | 39 102 63 | 40 101 61

0.7 188 307 119 | 188 306 118 | 188 306 118 | 188 306 118
46 99 53 | 46 77 31 | 46 69 23
199 303 104 | 69 89 20 | 245 267 22

0,9 78 98 20 | 255 277 22 Nedetekovano

200 289 89
278 300 22

2.3.2 Vylepseni detekce CpGlIs

Po provedeni testovani programu na uméle vytvofenych sekvencich byly sledovany urcité
nedostatky, které¢ vedly k nepfili§ presnému odhadu CpGls. Na zéklad¢ tohoto zjisténi byl
program rozsifen o funkce, které realizuji s¢itani ostrivku, omezuji jejich zobrazeni jen nad
zvolené délky, vypocitavaji GC obsah v nich a zprostiedkovavaji lepsi vizualizaci ziskanych

vysledka.

Na analyze uméle vytvorenych sekvencich byla vypozorovana detekce kratkych CpG
ostruvkil S malou vzdéalenosti mezi sebou. Z tohoto diivodu byl program obohacen funkcei pro
s¢itani detekovanych CpGls v takovych ptfipadech. Zakladni princip spociva v pocitani
vzdalenosti v matici CpG, ktera obsahuje parametry ptvodnich ostrivkd, mezi koncem
aktudlniho ostrivku a zacatkem ostrivku nasledujiciho. Pokud je vzdalenost mensi nebo

rovna zadané minimalni vzdalenosti min_vzd jsou ostruvky secteny. Konec prvniho ostravku
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je nahrazen koncem ostrivku nasledujiciho. Vysledkem je detekovani mensiho mnozstvi
delsich CpGls.

ScitaniCpGIs (CpG, min vzd)

1 CpGIs « matice 0 o velikosti CpG // pro ukladéani
upravenych pozic CpGIs

2 a <1 // tadek nové matice, ulozi se upraveny CpGIs

3 1 <0

4 Db 0 // urcuje, o ktery ostrivek se jedna

5 rozmer — pocet ¥adkl CpG

6 while b<rozmer-1

7 C <1+i // urcuje zacCatek selteného ostrtvku

8 1 «i+1

9 if CpGj_+]_,]_ - CpGi,2 < min_vzd

10 while CpGis1,1 — CpGi,2 £ min vzd

11 CpGIs,, 2 « CpGiyg, 2

12 1 i+l

13 b ~i+1

14 a «at+l

15 else

16 CpGIs,,1 «CpGe,:

17 CpGISa,2 <—CpGi,2

18 bb+1

19 a—a+l

20 return na zakladé sc¢itani upravené pozice CpGIs

I po secteni relativnich CpGls se mohou vyskytnout osamocené kratké utvary, které jsou
pti prekroceni prahu oznaceny jako CpG ostrivky. Protoze neni znama nejnizsi délka, které
mohou CpGls dosahovat, byla uzivateli ponechdna moznost nastaveni minimalni délky
predikovanych ostrivki. V nésledujicim pseudokddu je patrné, ze pokud bude ostriivek kratsi

nez pfedem zvolena minimalni délka min_delka bude smazan.

Vymazani kratkych CpGIs (min delka,CpGIs)
1 rozmer — pocet detekovanych CpGIs

2 do «~ délka ostruvku

3 for i « 1 to rozmer

4 if do; < min delka

5 CpGIs; smazéan

6 return pouze CpGIs s dostatecnou délkou

Existuje dalsi parametr, ktery dokaze vystihnout vyznamnou vlastnost nalezenych CpGls.
Touto velicinou je GC obsah, ktery podava informaci o procentudlnim zastoupeni guaninu a
cytosinu v ostruvku a lze jej vypocitat podle nasledujiciho vztahu:

GC % = Pocet G+Pocet C . 100, (8)

Pocet N
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kde ve jmenovateli se objevuje soucet poctu guaninu a cytosinu nachazejicich se ve zvoleném
ostrivku, Citatel je zastoupen poctem vsech nukleotidii v daném CpGls. GC obsah Ize spocitat
i pro celou sekvenci, kdy jsou do vzorce dosazeny hodnoty vztazené k celé sekvenci. Nize
uvedeny pseudokod znazornuje funkci pro potiebny vypocet. Z proménné matice jsou
vybrany fadky popisujici indika¢ni vektory C a G a jsou v nich secteny hodnoty na pozicich
od zacatku do konce daného CpGls. Potiebné zacatky a konce ostrivkil jsou ulozeny v matici

CpGls. Kone¢na uprava je provedena vynasobenim stem a vydélenim délkou ostravku do.

GC obsah (CpGIs, matice)
7 rozmer « poclet detekovanych CpGIs

8 do « délka ostruvku
9 for 1 « 1 to rozmer

10 GC obsah; « (Z
11 return GC obsah

CpGls;,

. CpGls;, .
cpeisy, maticeg + X ‘Zmatlcec) -100/do

CpGlsiq

Pouze pro informativni ucel a lepsi vizualni sdéleni, byly do grafu vykresleni denzity
nukleotidit C a G zakomponovany vertikalni ¢ary, kdy ¢ervené oznacujici zacatek a zelené
konec stanovenych CpGls. Ze stejného divodu byl jesté zhotoven graf plo$né znédzoriujici
veskeré nalezené CpGls v zadané DNA sekvenci. Obé moznosti jsou na nasledujicich
obrazcich.

Denzitni vektor pro CpG
T

=y

=
=}
T
|

Nukleotidova denzita [-]
= o
|
|
|

=
M3
T

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

Pozice v sekvenci [bp]

Obr. 15: Grafické zobrazeni nukleotidové denzity C a G u genu HUMTBBMA40.

Vyznaceni pozic CpGls

| | | | | | |
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
Pozice v sekvenci [bp]

Obr. 16: Zobrazeni nalezenych CpGls u genu HUMTBBMA40.
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2.4 Detekce CpGls v realnych sekvencich

Pro ovéfeni funkénosti programu bylo z vefejné dostupné databdze NCBI vybrano dvacet
odlisn¢ dlouhych sekvenci, pochdzejicich od rtznych organismi. Jelikoz je nutné, aby
zvolené sekvence obsahovaly CpG ostrivky, byl jejich vybér inspirovan ¢lankem CpG Island
in Vertebrae Genomes [12]. Veskeré testované sekvence, vCetné zakladnich informaci, jsou
prehledné vyli€eny Vv nasledujici Tabulka 5, a zaroven jsou ve FASTA formatu soucasti
ptiloZen¢ho CD.

Tabulka 5: Testované sekvence obsahujici CpGls. Posledni dva sloupce zobrazuji délku a GC obsah celé
sekvence. [22]

Kédovany protein Gen Bank kod Organismus D [bp] | GC%
c-Ha-rasl HUMRASH Homo sapiens 6453 68
al Globin GOTHBAI Capra hircus 1894 61
a2 Globin GOTHBAII Capra hircus 1691 64
a2 Hemoglobin HUMHBA4 Homo sapiens 12847 59
Metallothionein-I| HUMMET2 Homo sapiens 1703 56
Metallothionein-I MUSMETI Mus musculus 1561 54
Metallothionein-II MUSMETII Mus musculus 1400 57
Oxytocin/neurophysin RATOXTNP Rattus norvegicus 1053 61
Ribosomal protein L32-3A MUSRUPL3A | Mus musculus 5380 50
Somatostatin | HUMSOMI Homo sapiens 2667 45
B Tubulin HUMTBBMA40 | Homo sapiens 5117 52
Cytochrome c, allele CC10 CHKCYC10 Gallus gallus 1620 44
{ Hemoglobin HUMHBA1 Homo sapiens 2685 65
MHC, class Il HLA-DC-B HUMMHDCB | Homo sapiens 7272 47
MHC, class Il HLA-DC-3 HUMMHDC3B | Homo sapiens 8090 47
Histone H1 CHKH11A1 Gallus gallus 1098 61
Histone H2A/H2B CHKH2A2B Gallus gallus 1564 57
N-myc proto-oncogene protein MYCN Homo sapiens 6447 59
Ras-related protein Rab-42 isoform 1 | RAB42 Homo sapiens 2387 60
Bromodomain adjacent to zinc finger | BAZ1A Mus musculus 6179 46
domain protein 1A

2.4.1 Nastroje pro predikci CpGls

JelikoZ nejsou k dispozici informace o piesnych polohach CpGls v sekvencich DNA, byly pro
interpretaci a srovnani vysledkt ziskanych z programu CpGls_predikce (CpGIsP), vybrany
dva voln¢ dostupné internetové vyhledavace CpGls. Oba vyhledavace CpG Island Searcher
(CpGIsS) [23] a DBCAT [24], byly zvoleny, na zakladé¢ uspotfadané¢ho uzivatelského
prostfedi, snadné obsluhy a ptehlednych vystupi ve formé pozic, délek a grafického
znazornéni CpGls v sekvenci. Vyhodou je také moznost volby parametri nutnych pro

realizaci detekce CpGls, které byly pro nasledné porovnani nastaveny na stejné hodnoty.
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Parametry byly zvoleny podle Gardiner-Gardenovych a Frommerovych kritérii na hodnoty
CG obsah > 50 %, délka CpG ostrivku > 200 bp a Obscpe/EXpcpe  hodnota > 0,65. U
programu CpG Island Searcher byl navic k dispozici parametr uréujici minimalni vzdalenost
mezi ostruvky, ktery byl nastaven na minimalni moznou hodnotu 100 bp. Naopak nevyhodou

je pouze ru¢ni vkladani sekvenci, protoze neni k dispozici pfimé nacitani FASTA formatu.

Tabulka 6: Vstupni parametry internetovych vyhledavact CpGils.

DBCAT | CpGlsS
GC obsah [%] > 50 > 50
Délka CpGls [bp] >200 >200
Obsc,6/EXPcpe >0,65 >0,65
Min. vzdalenost [bp] 100
1 —4 —H— A —— 800
CDGlSmI—
801 +H+—— — —H i i H— t——— 1600
CpG Island 2
1601 t—— 1703
|

Select lower limits: %GC=50, ObsCpGERCpG=060, Length=200, Distance=100
CpG island 1 start=204, end=1210, %GC=53.1, ObsCpGExpCpG=0.782, Length=1007
CpG island 2 start=1450, end=1653, %GC=505, ObsCpGEXNCpG=0.615, Length=204

Obr. 17: Vystup vyhledavace CpG Island Searcher. [23]

Possible CpG islands shown in graph:

M CpG island region CpG site M The most dense CpG island DMA sequence input
0 500 1000 1500 1703

Sequence of each CpG island:

1. start site:236 end site:1021 length:786 GC content:61%
TTCCTACAGTCCCTGTTACACGCTAAAAGTACTCAACTAGCTTCGGATACGTCATCAGCAACCACCCCACGGRTTACTGTGATGETRE
ACAATTATTAAGCCCTGGCTGCTACAGAGTTGTAACCTGTCTGCACTTCCAARCCGGCGCCGCAAGCAGCATTCCCAGTCCCGETTTEA
CCCGCGCGCTAACGGCTCAGGTTCGAGTACAGGACAGGAGGGAGGGGAGCTGTGCACACGGCGGAGGCGEACGGEGTGGGCACCCAGE
ACCCGGTACACTGTGTCCTCCCGETGCACCCAGCCCCTTCAGCCCGAGGCGTCCCCGAGGEGCAAGTEGGCCGCCTTCAGGGAACTEA
CCGCCCGEGBGCCCGTGTGCAGAGCLGGGTGECGECCCGGCCCAGTGEGEGEGGELGGGTGTTTCGCTTGGAGCCGCAAGTGACTTCTAGE
BCGGGECGTETGCAGGCACGGCCGLGGCGEGGECTTTTGCACTCGTCCCGGCTCTTTCTAGCTATAARACACTGCTTGCCGCGCTGCACT
CCACCACGCCTCCTCCAAGTCCCAGCGAACCCGCGTGCAACCTGTCCCGACTCTAGCCGCCTCTTCAGCACGCCATGGATCCCAACTG
CTCCTGCGLCGCCGETAAGAGGE TGGGGATGCCCAGTGTAGACTGTAGCGCTAGAGAAGCAATTTCTGACCCCTCTTTCTTTCTCTRG
TCACTCAATTTCAGGCACAGGAGTTGCTCTTCCCAARAGAGTTTTGGTATCTTTCTCTCCATTCTAGGTTATTCGGAGCCCCE

2. start site:1315 end site:1598 length:284 GC content:5b8%
AGTCTGGGGATGCCCCATTECGEGGAAATTGTTGCCTCCTCAGTGATCTTATCAGGGAGAGCAGGAATCCTTATTCCCGGTGTCGETA
GTACTCATCTCTGCGCCTCCTGTCTGCCCCCAGGCTGCTGETCCTGETGCCCTGTGGGETGTGCCAAGTGTGCCCAGGGCTGLATCTG
CAAAGGGGCGTCGGACAAGTGCAGCTGCTGCGECCTGATGCTGEGACAGCCCCGCTCCCAGATGTARAGAACGCGACTTCCACAAACET
GGATTTTTTATGTACAACCC

Obr. 18: Vystup vyhledavage DBCAT. [24]
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2.4.2 Testovani funkce na realnych sekvencich a srovnani s vyhledavaci

Obsahem zavérecné analyzy bylo testovani vySe zminénych dvaceti sekvenci programem
CpGlIsP a voln¢ dostupnymi nastroji CpGIsS a DBCAT. U CpGIsP byla pouZivana
automaticky pocitana délka okna, zjisténa na zaklad¢ provedené analyzy, prah byl volen podle
konkrétniho vzhledu denzitniho vektoru C a G, minimalni délka ostrivku byla nastavena na
200 bp a jejich minimalni vzdalenost na 100 bp. Parametry vyhleddavact byly zvoleny podle
Gardiner-Gardenovych a Frommerovych kritériich uvedenych v kapitole 1.4.1. Zjistovany
byly jak pozice zac¢atku a koncti CpGls, tak jejich délka a GC obsah. Sledovany byly rozdily
v samotném poctu nalezenych ostrivkd, ale i odchylky od vyslednych pozic uréenych
jednotlivymi programy. Nasledujici Tabulka 7 spolu se sloupcovym Graf 1, ukazuje rozdil

mezi jednotlivymi programy ve stanoveni po¢tu CpGls v testovanych sekvencich.

Tabulka 7: Srovnani jednotlivych program( z hlediska poc¢tu nalezenych CpGils.

CpGlsP | DBCAT | CpGlss

CpGlsP | DBCAT | CpGlss

Gen Bank kéd

Pocet CpGls

Gen Bank kéd

Pocet CpGls

HUMRASH 4 3 6 | HUMTBBMA40 3 3 4
GOTHBAI 1 1 1| CHKCYC10 1 1 1
GOTHBAII 1 1 1| HUMHBA1 1 1 1
HUMHBA4 3 5 4 | HUMMHDCB 1 2 1
HUMMET?2 2 2 2| HUMMHDC3B 1 3 2
MUSMETI 2 2 2| CHKH11A1 1 1 1
MUSMETII 2 0 1| CHKH2A2B 1 1 1
RATOXTNP 1 1 1| MYCN 5 2 4
MUSRUPL3A 1 1 2 | RAB42 2 1 2
HUMSOMI 1 1 1|BAZ1A 1 2 2

Pocet CpGls
o = N w H (03] (o)} ~

B CpGls_predikce M DBCAD H CpG Island searcher

Graf 1: Srovnani jednotlivych programu z hlediska poc¢tu nalezenych CpGils.
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Jak je patrné z tabulky nebo grafu, byly rozliseny dvé skupiny dat. Prvni skupinu tvofi
sekvence, u kterych byl pocet CpGIs shodné¢ stanoven vSemi programy. Ve druhé jsou jiz
vidét nepatrné i znacné rozdily v uréeném mnozstvi. Pravé na tomto zaklad¢ byly vytvoreny a

nasledné popsany dv¢é kategorie testovanych sekvenci.

Tabulka 8: Sekvence, u kterych byl u vSech tfi program( stanoven stejny pocet CpGils.

CpGls_predikce DBCAT CpG Island Searcher

w p Z K D GC%| Z K D GC%| Z K D GC%
GOTHBAI

71 0,6 694 1813 1120 67‘ 640 1733 1094 65‘ 663 1610 948 67,4
GOTHBAII

63 0,6 124 1668 1545 66‘ 18 1573 1556 64‘ 21 1553 1533 64,3
RATOXTNP

39 0,65 241 950 710 68‘ 184 980 797 65‘ 197 1044 848 62,7
HUMSOMI

101 0,55 992 1503 512 61‘ 931 1957 1027 52‘ 964 1855 892 50,1
CHKCYC10

61 0,5 1 340 340 71‘ 1 457 457 52‘ 1 431 431 64,5
HUMHBA1

101 0,7 1374 2581 1208 76‘1355 2535 1181 75‘1515 2672 1158 72,5
CHKH11A1

41 0,5 39 1098 1060 63‘ 1 1082 1082 68‘ 1 1098 1098 61,1
CHKH2A2B

59 0,5 127 1461 1335 62‘ 4 1465 1462 58‘ 99 1510 1412 59,1
HUMMET2

65 0,65 361 887 527 69| 236 1021 786 61 1 204 1007 59,1

1388 1554 167 66| 1315 1598 284 58| 1450 1653 204 50,5
MUSMETI

59 0,6 64 493 430 61 1 703 703 50 1 678 678 56

762 1019 258 60| 1017 1478 462 51| 1136 1414 279 53,4

Prvni skupina vytvofena na zdkladé shodného stanoveni poctu CpGls je z vétSiny tvofena
sekvencemi u kterych byl nalezen pouze jeden ostrivek. Pouze dvé sekvence obsahuji
ostrivky dva. Bylo provedeno srovnani detekce CpGls mezi vytvofenym programem a
internetovymi vyhledavaci. Nejshodnéjsi detekce ve vypsanych pozicich bylo dosazeno u
genu CHKH11A1, kdy programy CpGIsP a CpGIsS stanovily zacatek s rozdilem 38 bp a
konec ur€ily zcela shodné. Naopak nejvétsi neptesnosti dosahl realizovany program vzhledem
k vyhledavaci DBCAT u genu HUMSOMI. Zde se lisil zac¢atek CpGls o 61 bp a konec o 454
bp. Primérné se pak odchylky detekovanych pozic pohybovaly kolem hodnoty 88,59 bp pfi
srovnani s programem DBCAT a 90,85 bp u CpGlsS.
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Vyznaéeni pozic CpGls CHKH11A1

I oBCAT

I CpGiss

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Pozice v sekvenci [bp]

Obr. 19: Srovnani programt v detekci CpGls u genu CHKH11A, nejshodnéjsi detekce.

Vyznaceni pozic CpGls HUMSOMI

I CpGisP
I oBCAT
I CoGisS

| |
0 500 1000 1500 2000 2500
Pozice v sekvenci [bp]

Obr. 20: Srovnani program0 v detekci CpGls u genu HUMSOMI, nejvice odliSna detekce.

Do vyse zminénych primérnych odchylek vSak nejsou zapocitany dva ptipady, kdy doslo
k detekci tGpIné odlisného ostrivku, nez ktery byl stanoven ostatnimi dvéma vyhledavaci.
Tento ptipad nastal u sekvence MUSMETI, kdy CpGIsP oznacil jako CpGIs usek s 61 % GC,
ktery nebyl stanoven ani jednim s ostatnich programil, které naopak jako ostravek
vyhodnotily jinou ¢ast DNA sekvence s GC obsahem pouze kolem 50 %. Naopak u genu
HUMMET2 byl programy CpGIsP a DBCAT prvni ostrivek stanoven pfiblizné stejné, ale
CpGIsS se v predikci podstatné lisil. Souhrnné feceno, byly zhotovenym programem ve
vétsing pripadu nalezeny ostrivky sice kratsi, ale ve vSech ptipadech s vyssim obsahem GC
nez u zbylych dvou programti. Na vlozenych obrézcich Ize sledovat odchylky detekce vSech
tii programil u vyse zminénych gend, zobrazeni ostatnich piipadul je soucasti piilohy C .

Vyznaceni pozic CpGls MUSMETI

I CoGisP
I DscaT
I CoGisS

10[][] 1500
Pozice v sekvenci [bp]

Obr. 21: Srovnani programu v detekci CpGls u genu MUSMETI. CpGIsP nalezl zcela odliSny CpGils.
Vyznadeni pozic CpGls HUMMET?2
4[][] EUU EUU 100[] 1200 14[][] 1600
Pozice v sekvenci [bp]

I CpoGisP
I DECAT
I CoGiss

Obr. 22: Srovnani program( v detekci CpGls u genu HUMMET2. CpGls nalezeny CpGlsS se zcela vymyka
ostatnim dvéma detekcim.
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Tabulka 9: Sekvence, u kterych nebyl u v§ech tfi programu stanoven stejny pocet CpGls.

CpGls_predikce DBCAT CpG Island Searcher
w p Z K D GC% | Z K D GC%| Z K D GC%
HUMRASH
245 0,7 1 1345 1345 78 3 3903 3901 69 1 1438 1438 76,3
1401 1736 336 6914065 4394 330 63|1608 1847 240 65
2457 2971 515 7014705 5760 1056 66|2242 2555 314 66,9
3345 3596 252 70 3237 3443 207 67,1
4768 5125 358 66,8
5303 5504 202 68,3
HUMHBA4
489 0,65 1 614 614 66 1 868 868 53 1 855 855 61,8
5846 7618 1773 695021 5664 644 545014 5550 537 52
9657 11452 1796 695847 7530 1684 69|5981 7505 1525 70
8391 8675 285 519788 11200 1413 70,5
9658 11487 1830 68
MUSMETII
53 0,6 1 524 524 65 0 0 0 0 1 1020 1020 59,7
786 1060 275 63
MUSRUPL3A
205 0,6 1377 2063 687 641397 2545 1149 57|1312 2277 966 58,7
4314 4515 202 50
HUMTBBMA40
195 0,65 1 217 217 65 1 330 330 57 1 328 328 57,9
595 900 306 64| 492 2465 1974 57| 466 1862 1397 58,4
1066 1607 542 673171 4096 926 55|1863 2200 338 54,1
3497 4115 619 53,2
HUMMHDCB
277 0,6 1575 2742 1168 65| 394 614 221 581617 2795 1179 63,2
1475 2803 1329 61
HUMMHDC3B
307 0,6 1861 2991 1131 63| 586 895 310 55|1933 2913 981 63,4
1900 3038 1139 61|3364 3770 407 50,4
5444 5664 221 57
MYCN
245 0,6 1 459 459 65| 958 2509 1552 68 1 1075 1075 57,5
335 869 535 61|4953 5534 582 56|1231 2427 1197 70,8
920 2585 1666 68 2758 2993 236 53,8
2848 3136 289 58 4908 5549 642 55
4967 5385 419 60
RAB42
91 0,65 127 760 634 74 8 1365 1358 64 17 761 745 70,3
1289 1499 211 64 981 1393 413 56,9
BAZ1A
235 0,55 1 426 426 67 1 854 854 50 1 457 457 65
2572 3014 443 50|2564 3023 460 50
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Tabulka 9 zobrazuje druhy souboru dat, zahrnujici sekvence, u nichz se jednotlivé
programy neshodly v poétu detekovanych CpGls. Jelikoz zde dochazi k vice pfipadiim, kdy
byly jako CpGIls oznaceny zcela jiné useky DNA sekvence je vzajemné porovnavani
slozitéjsi. Pokud jsou v tvahu brany jen programy stanovené ostruvky, které se z veétsi ¢asti
prekryvaji, bylo v predikci dosazeno primérné odchylky 97,3 pii srovnani s programem
DBCAT a 113,7 u CpGIsS. Nejshodnéjsi detekce bylo dosazeno v piipadé BAZ1A, kdy
CpGlIsP a CpGIsS urcily zacatek prvniho ostrivku zcela stejné a ve stanoveni konce se liSily o
pouhych 31 bp. Zhotoveny algoritmus vSak na rozdil od porovnavaného programu nedokazal
druhy ostriivek o délce 460 bp s pouhym 50% GC obsahem nalézt viibec. Na druhé strané
nejvyssi odlisnosti bylo dosazeno u jediného ostrivku sekvence MUSRUPL3A. Zde se
CpGIsP od vyhledavace DBCAT ve stanoveni zacatku lisil jen o 20 bp, ale u konce o0 482 bp.

Vyznaceni pozic CpGls BAZ1A

B CGisP

I DBCAT

| , , | .| I CpGlsS

1000 2000 3000 4000 5000 6000
Pozice v sekvenci [bp]

Obr. 23: Srovnani program0 v detekci CpGls u genu BAZ1A, nejshodné;jsi detekce.

Vyznaceni pozic CpGls MUSRUPL3A

I CoGisP

I DBCAT

1 1 1 1 1 | . 1 - CpGlSS

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
Pozice v sekvenci [bp]

Jelikoz u z hotoveného programu GC obsah hraje pouze informativni roli pro uzivatele a
neovliviiuje kone¢nou predikci CpGls, maji ve vétsing pripadu stanovené ostruvky vyssi GC
obsah, ale krat§i délku ve srovnani s vyhledavaci. Na zaklad¢é tohoto faktu byl u né&kterych
genll internetovym vyhleddvacem urceny ostravek, programem CpGIsP rozdélen na nékolik
dil¢ich usekd. Tento ptipad nastal naptiklad u gent HUMRASH, HUMTBBM40 nebo

MUSMETII. Posledni z nich je ukazan nize.

Vyznadeni pozic CpGls MUSMETII

] B CGir
I DECAT
, I CpGisS
0 200 400 600 800 1000 1200 1400

Pozice v sekvenci [bp]

Obr. 25: Srovnani program0 v detekci CpGls u genu MUSMETII, ostrivek rozdélen na vice ¢asti.
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Tak jako v prvni skupiné i zde byly jako CpGls u nékterého ze tfi programt obcas
stanoveny zcela odliSné casti sekvence. Nebylo tomu tak pouze u srovnani CpGIsP
s ostatnimi dvéma vyhledavaci, ale liSily se mezi sebou i DBCAT a CpGlsS. Zminéné
chovani bylo pozorovano naptiklad w HUMRASH, HUMMHDCB, HUMMHDC3B, a
dalsich. Vysledek oznaceni CpGlIs u posledniho z uvedenych gent HUMMHDCS3B je mozné
vidét na Obr. 26. Co se tyce stanoveni poctu CpGls programy u jednotlivych sekvenci velky
rozpor byl u genu HUMRASH. V pfipadé tohoto genu, jak je zietelné z Obr. 27, DBCAT
stanovil pouze tii ostravky, CpGIsP ¢étyfi a CpGIsS Sest.

Vyznaceni pozic CpGls HUMMHDC3B

N CGisP
B B B DBCAT
| | - | | | | - CpGlSS

|
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000
Pozice v sekvenci [bp]

Obr. 26: Srovnani program( v detekci CpGls u genu HUMMHDC3B, stanoveni zcela odli$nych CpGils.

Vyznaceni pozic CpGls HUMRASH

N CoGisP

[ I o5cAT

| | . . I CpGiss

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
Pozice v sekvenci [bp]

Obr. 27: Srovnani program( v detekci CpGls u genu HUMRASH, stanoveni rozdilného poctu CpGils.

Celkovou uspésnost programu CpGls predikce bylo tézké hodnotit, protoze jak bylo
uvedeno vyse, neni dostupna informace o presné poloze CpGls v sekvencich DNA. Nastala
taktéz komplikace pii srovnavani vystupii mezi zhotovenym programem a internetovymi
vyhledavaci, protoze i mezi nimi nastavaly rizné miry shody nebo neshody ve vymezeni
umisténi CpGls. Navic pouzité programy nepracuji na principu nukleotidovych denzitnich
vektorti jako zhotoveny program, nicméné bylo pro vétsi vérohodnost pouzito alesponi stejné

nastaveni spolecnych parametra.

Na zéklad¢ provedeného testovani bylo pozorovéano, jak uz bylo zminéno vyse, ze
realizovany program vzdy vyhodnotil ostrivky s vétsim GC obsahem, ackoli ve vétsing
ptipadu kratsi nez ostatni dva vyhledavace. Zaroven, mél problém s urcenim ¢asti oznacenych
jako CpGls jejichz GC obsah se pohyboval kolem hodnoty 50-55 %. Pro odhaleni ostrtivku
s takto nizkym GC obsahem by bylo nutné posunout prah k niz§im hodnotam, coz by na druhé
stran¢ mohlo v konkrétnich ptipadech vést k faleSnému oznaceni dalSich ¢asti sekvence jako
CpGls. Z celkovych dvaceti sekvenci se u deseti z nich CpGIsP shodoval ve stanoveni poctu
ostruvku s obéma programy a u étyf se shodoval s jednim z nich. Ze zbylého poctu pak ve
¢tyfech pripadech bylo nalezeno CpGIsP méné ostrivku, vétsinou v souvislosti s jejich
malym GC obsahem. Jak jiZz bylo popsdno u konkrétnich ptikladd, odchylky stanovenych
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pozic u korespondujicich ostrivku stanovenych jednotlivymi programy se pohybuji v Sirokém
intervalu od 0 az do 515 bp. Zavérem je vSak nutné podotknout, Ze ve velké vétsSin€ piipadl se
stanovené ostrivky mezi CpGIsP a obéma nebo alespoit jednim vyhledavacem z vétsi ¢i

mensi miry prekryvaly a nedoslo k zaddné nesmysIné predikci.

41



ZAVER

V této praci bylo dosazeno vyvinuti algoritmu CpGls_predikce pro grafickou reprezentaci
denzit jednotlivych nukleotidi, nukleotidt dle biochemickych vlastnosti a zejména pro
predikci CpG ostritvkil. Parametry popisujici nalezené CpGls jsou zacatky, konce, délky a GC
obsahy. Zarovei je pro lepsi pfedstavu k dispozici jejich grafické znazornéni. Pro pohodIng;jsi
praci a orientaci uZzivatele byl vytvofen ptehledny celni panel. Testovanid data lze do

grafického prostiedi zadat ru¢né nebo je k dispozici nacteni formatu FASTA.

Nejdiive byly veskeré realizace spustény na uméle vytvotrenych sekvencich, s ostriivky na
ptiblizn¢ znamych lokalizacich, s definovanym obsahem adeninu a tyminu 0 %, 5 %, 10 % a
15 % v nich. Délka posuvného okna byla na zaklad¢ analyzy zvolena na hodnotu 19, jako
kompromis mezi rozliSenim a dobrou vizualitou. Vysledny program dokéze na zakladé
zvolené délky okna, prahu a vypoctené sumy nukleotidovych denzit cytosinu a guaninu
zobrazit jak graficky vystup s vyznacenym prahem a viditelnymi CpG ostrivky, tak matici
hodnot zacatkt, konci, délky a GC obsahu detekovanych CpG ostriuvkid. Hodnoty vyslednych
matic pro jednotlivé sekvence a prahy jsou piehledné uvedeny v tabulce, na jejimz zaklade
muze byt odvozeno vysledné hodnoceni uspésnosti predikce CpG ostruvkil. Z celkového
pohledu, ktery zahrnuje vSechny pfipravené sekvence, bylo nejlepsi detekce dosazeno
s prahem 0,7, kdy v sekvencich byly spravné klasifikovany pouze dva CpG ostruvky, i kdyz
hodnoty zacatkli, koncii a délky jsou pomérné zkresleny. NejpfesnéjSiho stanoveni vSech
parametru bylo u prahu 0,9, avSak pouze u sekvence, U které byl v CpG ostruvcich 0% vyskyt
AaT.

Na zaklad¢ testovani programu na uméle vytvorenych sekvencich byly vypozorovany
nedostatky, které negativné ovliviiovaly kone¢nou detekci CpGls. Proto bylo realizovano
shluknuti kratSich, nepftilis vzdalenych, asekti bohatych na CpG dinukleotidy do jednoho CpG
ostrivku. Zaroven byla nastavena minimalni délka ostravki, ¢imz doSlo k omezeni zobrazeni
prilis kratkych tuseki. Pouze pro informativni ucel byly do grafu vykresleni denzity
nukleotidii C a G zakomponovany vertikalni ¢ary oznacujici zacatky a konce stanovenych
CpGils.

Na zéavér bylo uskutecnéno testovdni programu na dvaceti redlnych sekvencich
s o¢ekavanym obsahem CpGls, ziskanych z databaze NCBI. JelikoZz nejsou k dispozici
informace o piesnych polohdch CpGls v sekvencich DNA, byly pro interpretaci a srovnani
vysledkt ziskanych z programu CpGls predikce, vybrany dva volné dostupné internetové
vyhledavace CpGls. Vstupni parametry internetovych vyhledavact byly zvoleny podle
Gardiner-Gardenovych a Frommerovych kritérii na hodnoty CG obsah > 50 %, délka CpG
ostriivku > 200 bp a Obscyc/EXpepe hodnota > 0,65. U zhotoveného programu bylo potieba
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zvolit délku okna, kterd se automaticky pocitala na zaklad¢ provedené analyzy, prah, ktery se
odvijel od konkrétniho vzhledu nukleotidového denzitniho vektoru C a G, minimalni délka

ostrivku byla nastavena na 200 bp a jejich minimalni vzdalenost na 100 bp.

Na zéklad€ shrnuti celé analyzy, bylo zjisténo, Ze realizovany program vyhodnotil ve
vétSing piipadl kratsi ostriivky, avSak vzdy s vétsim GC obsahem nez zbylé dva vyhledavace.
Zaroven, mél potize s urCenim usekl stanovenych jako CpGls jejichz GC obsah se pohyboval
kolem hodnoty 50-55 %. Z celkovych dvaceti sekvenci se u deseti z nich CpGIsP souhlasil v
ur¢eni poctu ostriivku s obéma programy a u ¢tyi se shodoval sjednim z nich. Ze zbylého
poctu pak ve Ctyfech piipadech bylo nalezeno CpGIsP méné ostruvku, vétSinou v souvislosti
s jejich malym GC obsahem. Odchylky stanovenych pozic u korespondujicich ostrivkl
stanovenych jednotlivymi programy se pohybuji v Sirokém intervalu od 0 az do 515 bp.
Nakonec je vSak nezbytné podotknout, Ze v pievazné vétsin¢ pripadd se stanovené ostruvky
mezi CpGIsP a obéma nebo alespoil jednim vyhledavacem z vEtsi €1 mensi Casti prekryvaly a

u zadného genu nedoslo ke zcela zcestné predikci.
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PRILOHY

A Seznam zkratek

DNA Deoxyribonukleova kyselina

A Adenin

C Cytosin

G Guanin

T Tymin

OH Hydroxylova skupina

RNA Ribonukleova kyselina

MRNA Mediatorova RNA

bp Pary bazi

CpG Cytosin a guanin s fosfodiesterovou vazbu
CpGs CpG dinukleotidy

CpGils CpG ostruvek/ky

HMM Skryty Markoviiv model (Hidden markov model)
CpGlIsP Program CpGls_predikce

CpGilsS Internetovy vyhledava¢ CpG Island Searcher
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B Prehled vysledkii analyzy délky okna

Tabulka 10: Analyza vlivu velikosti posuvného okna na detekci CpGils, kde w je velikost okna, Z je zacatek a
K je konec CpGls, GC% je obsah G a C v CpGils a O je odchylka od spravnych pozic. Cervené jsou znazornény
chybné detekované CpGils.

Prah=0,8
w| 2z (o) K o) D O |GC% |w| Z 0 K (o) D | O |GC%
4 12 9 67 42 9| 100 0] 59 -9 82
44 69 26 85 190| 11| 305 -5/ 116| -16| 86
69| -18| 99 1| 31 19| 81|15] 408 2| 425| -1| 18| -3| 73
104 109 6 67 Pocet chybné detekovanych CpGls: 0
112 121 10 70 Pocet nenalezenych CpGls: 0
128 133 6 67 42 9| 100 0| 59| -9| 82
147 162 16 69 17 190 11| 304 -4| 115| -15| 87
180 187 8 63 Pocet chybné detekovanych CpGls: 0
5 190 199 10 70 Pocet nenalezenych CpGls: 1
199 2| 303 -3| 105 -5| 88 42 9| 100 0| 59| -9| 82
325 332 8 63 19 190 11| 304 -4| 115| -15| 87
340 352 13 77 Pocet chybné detekovanych CpGls: 0
408 2| 425 -1 18 -3 73 Pocet nenalezenych CpGls: 1
427 435 9 67 40| 11| 101 -1| 62| -12| 80
447 454 8 63 21 189| 12| 305 -5|117| -17| 85
476 484 9 67 Pocet chybné detekovanych CpGls: 0
Pocet chybné detekovanych CpGls: 13 Pocet nenalezenych CpGls: 1
Pocet nenalezenych CpGls: 0 40| 11| 99 1| 60| -10| 82
44 7 99 1 56 -6 84 23 189 | 12| 304 -4| 116| -16| 86
148 159 12 75 Pocet chybné detekovanych CpGls: 0
194 7| 304 -4 111 -11| 87 Pocet nenalezenych CpGls: 1
11| 340 353 14 72 39| 12| 100 0| 62| -12| 80
409 1| 425 -1 17 -2 77 25 188 | 13| 305 -51118| -18| 84
Pocet chybné detekovanych CpGls: 2 Pocet chybné detekovanych CpGls: 0
Pocet nenalezenych CpGls: 0 Pocet nenalezenych CpGls: 1
44 7 99 1 56 -6 84
194 7| 304 -4 111 -11 87
13| 409 1| 424 0 16 -1 82
Pocet chybné detekovanych CpGls: 0
Pocet nenalezenych CpGls: 0
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Tabulka 11: Analyza vlivu velikosti posuvného okna na detekci CpGls, kde w je velikost okna, Z je zaCatek a
K je konec CpGls, GC% je obsah G a C v CpGils a O je odchylka od spravnych pozic. Cervené jsou znazornény
chybné detekované CpGils.

Prah=0,9
w| Z (0] K (o) D O |GC% |w | Z (o) K (o) D O | GC%
5 10 6 84 46| 46| 69| 31| 24| 26| 88
50 1| 68| 32 19| 31| 95 80 98 19 90
70 77 8 88 199 217 19 85
80 89 10 90|15 | 218| -17| 277 23 60 40 90
90 98 9 89 283 300 18 89
200 1| 214| 86| 15| 85| 94 Pocet chybné detekovanych CpGls: 3
218 225 8 88 Pocet nenalezenych CpGls: 1
226 235 10 90 46 5| 69| 31| 24| 26| 88
236 244 9 89 80 98 19 90
5 245 254 10 90 200 217 18 89
255 267 13 93|17 | 218| -17| 277| 23| 60| 40| 90
268 277 10 90 283 300 18 89
283 289 7 86 Pocet chybné detekovanych CpGls: 3
290 300 11 91 Pocet nenalezenych CpGls: 1
341 348 8 88 46 5 69 31 24 26 88
416 -6| 424 0 9 6| 89 19 245\ -44| 277 23 33 67 91
448 453 6 84 Pocet chybné detekovanych CpGls: 0
477 483 7 86 Pocet nenalezenych CpGls: 1
Pocet chybné detekovanych CpGls: 15 44 71 77| 23| 34| 16| 86
Pocet nenalezenych CpGls: 0 200 225 26 89
46 5| 69| 31| 24| 26| 88|21 | 218| -17| 300 0| 83| 17| 90
78 98 21 86 Pocet chybné detekovanych CpGls: 1
199 217 19 85 Pocet nenalezenych CpGls: 1
11 | 218| -17]| 303 -3 86| 14| 89 44 7 77 23 34 16 86
341 352 12 84 200 225 26 89
Pocet chybné detekovanych CpGls: 3 |23 | 218| -17| 282| 18| 65| 35| 90
Pocet nenalezenych CpGls: 1 Pocet chybné detekovanych CpGls: 1
46 5| 69| 31| 24| 26| 88 Pocet nenalezenych CpGls: 1
80 98 19 90 50 1| 77| 23| 28| 22| 90
199 217 19 85 200 225 26 89
13 | 218 | -17| 282| 18| 65| 35| 90|25 218| -17| 282| 18| 65| 35| 90
283 303 21 86 Pocet chybnée detekovanych CpGls: 1
Pocet chybné detekovanych CpGls: 3 Pocet nenalezenych CpGls: 1
Pocet nenalezenych CpGls: 1
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C Srovnani detekce CpGls programy

Vyznageni pozic CpGls GOTHBAI

I CoGisP

I CECAT

I CoGiss

1 1
0 200 400 E[]EJ 1000 1200 1400

Pozme v sekvenci [bp]

1600 18[][]

Obr. 28: Srovnani programi v detekci CpGls u genu GOTHBAI.

VyznaCeni pozic CpGls GOTHBAII

I CoGisP

I oocaT

I CiGisS

1000 1200 1400 15[]0
Pozice v sekvenci [bp]

Obr. 29: Srovnani program0 v detekci CpGls u genu GOTHBAILI.

Vyznaéeni pozic CpGls RATOXTNP

. =
I DBCAT
I CpGisS
500 1000
Pozice v selwenm [bp]
Obr. 30: Srovnani program( v detekci CpGls u genu RATOXTNP.
Vyznaceni pozic CpGls CHKCYC10
I CGisP
I DECAT
1 1 1 1 1 1 - CpGlSS
0 200 400 600 &00 1000 1200 1400 1600
Pozice v sekvenci [bp]
Obr. 31: Srovnani program0 v detekci CpGls u genu CHKCYC10.
Vyznaceni pozic CpGls HUMHBAT
I CrGisP
I DBCAT
| , I C(GisS
0 500 1000 1500 2000 2500

Pozice v sekvenci [bp]

Obr. 32: Srovnani program0 v detekci CpGls u genu HUMHBAL.
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Vyznadeni pozic CpGls CHKH2AZ2B
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I CGisP
I DBECAT
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1000 1500
Pozice v sekvenci [bp]
Obr. 33: Srovnani program( v detekci CpGls u genu CHKH2A2B.
Vyznaceni pozic CpGls HUMHEA4
I CoGisP
[ I DBCAT
| I CpGisS
6000 2000 10000 12000
Pozice v sekvenci [bp]
Obr. 34: Srovnani program( v detekci CpGls u genu HUMHBA4.
Vyznaceni pozic CpGls HUMTBBEM40
I CoGisP
I DscAT
. | - | . | I CpGlsS
2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
Pozice v sekvenci [bp]
Obr. 35: Srovnani program( v detekci CpGls u genu HUMTBBMA40.
Vyznaceni pozic CpGls HUMMHDCB
I CoGisP
I DECAT
| | | 1 1 - CpGlss
3000 4000 5000 6000 7000
Pozice v sekvenci [bp]
Obr. 36: Srovnani programt v detekci CpGls u genu HUMMHDCB.
Vyznaceni pozic CpGls MYCN
. I CoGisP
I DBCAT
B . | B CoGisS
3000 4000 5000 6000
Pozice v sekvenci [bp]
Obr. 37: Srovnani program( v detekci CpGls u genu MYCN.
Vyznaceni pozic CpGls RAB42
I CoGisP
I DBCAT
I CpGiss

1000

|
1500

Pozice v sekvenci [bp]

|
2000

Obr. 38: Srovnani programl v detekci CpGls u genu RAB42.




D Uzivatelsky manual

Program CpGlIs_predikce umoziuje detekci CpGls v DNA sekvencich zadanych ru¢né nebo
nactenim FASTA formatu. Uzivatel ziskd informace o nalezenych CpGls v podobé tabulky
jejich zacatkl, konct, délek a GC obsahll, navic doprovazenych grafickym zndzornénim
vysledné detekce.

Untitled 1

%R & EE

Predikce CpG ostrivkii
VloZeni sekvence
GGATCCCCGGGGLTCTGGGLGGTGTGGELGTAGTGAAGCCCCACGCAGCCGCCCTCCTCCCCGGTCACTGACTGGTCCTGCAGGCTCTTCACGGTGTACCCCAGCACCAAGGTCTA

Natteni sekvence
»gil183793)gbll00153 1HUMHBA4 Homo sapiens HBAP1 pseudogene, complete cds; and hemoglobin alpha 2 (HBAZ) and hemoglobin alpha 1 (HBA1) genes,
complete ods |
— Parametry sekvence |
Délka sekvence: 12847 Denzitni vektor pro CpG (]
1 T T T T T
Doporudeny 33 _ g4 _
rozsah okna. i 05 |
Doporugené okno: 489 E
2 086 — — — \
Zobrazit parametry g |
= 04 (]
B
\ - o
— Vstupni paramety. = 02-
= U
Délka okna 439 0 i | | i
0 2000 4000 6000 8000 10000 1200[]

|
Denzity nukleatidd Pozice v sekvenci [bp]

Nalezené CpGls Vyznaéeni pozic CpGls

P EE e Zaditek Konec | Délka[bp] |GC obsah [%]
. 1 81 a1 64 =

Prén 15 3598 4206 629 80
. s7es 7812 2028 |

Win. délka CpGils o e = = 7

Min. vadilenost [ o0 o508 11860 1966 &7
cpGls 11628 12141 s12 [Tk

|
2000 4000 6000 8000 10000 12000 [
Pozice v sekvenci [bp] [

Obr. 39: Uzivatelské rozhrani programu CpGls_predikce.

o [ [ra | =

Doporuceny postup:

1)  Program CpGls_predikce zahajte v MATLABU stiskem ikony run, ktera je znazornéna
zelenou Sipkou a umisténa v hornim panelu editoru pfiblizné ve stiedu.
2)  Vlozeni sekvence:

a) Zadani sekvence muzete provést rucné zapsanim do pripraveného podélného,
svétlého pole, kdy neni tfeba brat ohled na mala ¢i velkd pismena.

b)  Druhou moznosti je nacteni FASTA souboru tlad¢itkem Nacteni sekvence, kterym
je zobrazeno dialogové okno pro vybér sekvence. Pii spravném nacteni je
sekvence opét viditelna ve zminéném svétlém poli a zaroven je pod nim vypsana
hlavicka z FASTA souboru.
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3)

4)

5)

6)

7)

— Paramefry sekvence

Délka sekvence: 12847

Doporudeny 335 - G427
roz=ah ockna: -

Doporuceneé okno: 439

Zobrazit parametry

— VWstupni parametry
Délka okna 489

| Denzity nukleotidd |

| FPrvotni nanled denzity C+G |

Prah 0.65
Min. délka CpGls 500
Min. wzdalenost
100
CpGls

| Predikce CpGls |

Obr. 40: Panely pro zobrazeni parametrd sekvence a zadani pozadovanych hodnot s tlacitky spoustécimi
zvolené funkce.

Volbou tla¢itka Zobrazit parametry se v panelu Parametry sekvence vypise délka

sekvence, doporuceny rozsah okna i samotna hodnota okna doporucend pro dalsi

vypocet.

Zvazte velikost okna pro vypocet nukleotidovych denzitnich vektori. Automaticky je

zde vlozena doporucend velikost okna, kterou si vSak podle uvazeni miZzete prepsanim

zménit. Hodnota okna musi byt liché ¢islo a méla by lezet v doporuceném intervalu a

nesmi piekroCit jeho horni hranici, kterou je 1/20 délky sekvence. Okno musi byt

zadéano pro vSechny dalsi ukony.

Pokud se chcete podivat na grafickou reprezentaci denzit jednotlivych nukleotidi nebo

nukleotida uspotfadanych podle biochemickych vlastnosti, zvolte tlacitko Denzity

nukleotidii. Po stisku tlaCitka vybéhnou dva grafické okna s poZzadovanymi vystupy.

Pro pohled na grafické zobrazeni denzity GC je opét nutné mit zvolenou velikost okna.

Poté vykresleni zahdjite stisknutim tlacitka Prvotni ndhled. Tento krok je Cisté na

uzivateli a mlze byt vynechan, avSak umoziuje 1épe rozvazit volbu prahu.

Zvolte ostatni pozadované parametry nutné pro predikci CpGls. Kromé& prahu jsou

vSechny dal8i parametry nastaveny na vychozi doporu¢ené hodnoty, které opét muizete

libovoln¢ piepsat.

a)  Prah se mize pohybovat v rozmezi 0-1 a je kli¢ovy pro detekci CpGls.

b) Minimalni délka CpGls urcuje, ze detekované useky krat$i nez zadana hodnota
budou z vysledku smazany.

€)  Minimalni vzdalenost CpGls udava, ze pokud budou ostruvky piekrocujici prah

od sebe vzdaleny méné nez zvolena hodnota, budou slouceny.

8) Pro detekci CpGls stisknéte tlacitko Predikce CpGils.
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9) Vpiipadé, Ze vsekvenci nebyl nalezen zadny CpGls, je zobrazeno okno s
upozornénim.

10) Pti uspésné predikci ostrivki, je graficky zobrazena denzita GC spolu z vyzna¢enym
prahem a mezemi ostrivku. Zarovenn jsou do tabulky vypsany jejich parametry a

ostruvky jsou schematicky znazornény.

Denzitni vektor pro CpG

=
=4}

=
@

=
I

=
&1

Muklectidova denzita [-]

=

1 1 1 1
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000
Pozice v sekvenci [bp]
Vyznaéeni pozic CpGls

Nalezené CpGls ’

Zatatek Konec Délka [bp] |GC obsah [%]
1 1 811 811 64 =
2 3508 4228 629 60
3 5785 7812 2028 67/ 05
4 7852 8504 653 61
5 8595 11560 1986 &7
f 11629 12141 51 61 7| g

0 2000 4000 6000 8000 10000 12000

Export do Excelu Pozice v sekvenci [bp]

Obr. 41: Cast &elniho panelu zobrazujici denzitni vektor pro CpG dinukleotidy, tabulku zji§t&nych parametrd
CpGls a schematicky znazornéné pozice ostrivka.

11) Na horni list¢ panelu jsou k dispozici ikony pro praci s grafy. Stisknéte zvolenou
ikonu a prejed’te kursorem mysi do oblasti grafu. Poté klikem nebo tahem mizete
provadét zvolené zmény.

a) Priblizeni zvoleného tiseku pomoci ikony lupy s plus.

b) Vzdaleni zvoleného tseku pomoci ikony lupy s minus.

c) Pohyb v oblasti grafu pomoci pacicky.

d) Zobrazeni soufadnic zvoleného bodu pomoci data kursoru.
e) Vytvoreni legendy grafu pomoci posledni ikony na listé.

12) Pokud mate zajem vysledky dale zpracovavat v tabulkovém editoru MS Excel,
stisknéte tlacitko Export do Excelu umisténé pod tabulkou nalezenych CpGls a data se
ulozi do souboru s ndzvem data.

13) Program ukoncete stisknutim kiizku v pravém hornim rohu.
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E Vyvojovy diagram funkce denzita

< facatek >
1

Macteni vstupnich hodnot

seq
W
prah
min delka
v
seq = upperseq); “prevede retezec navelka pismena

matice = zeros(d length{seq));

Délka okna rmusi
byt mensi nei
délka sekvences20

wizlengthlseq) 20

%apokud je pozadovana baze ulozi na dane misto 1, pokud neni 0
matice (1) = segq=="A",

matice (2, = seq=="C",

matice(3,) = seq=="53",

matice(d ) = segq==T",

% upravena matice pridane 0 na zacatku a konci podle w2

il =[zeros(d floorfw2)) matice zeros(d floorfa2];

> i=1:4 Wypocet denzitni
matice
4)< F1:length{=eq) %
r

denzitni_maticeli J=sum{mT{i Jj+w- 1710y

l

W

% suma denzitnich vektoru © a G
cpy=[denzitni_matice(2 1+ denzitni_matice(3,:,0]; Detekoe Tatatk a

W koncl CpGls

4>< i=1:length{seq) ;\“f

cpgli+1<prah
&8 cpoli)==prah
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!

CpG=[find(z=0) 0 ;find(k=0) O :]

% wyhleda ve vektorech zk cisla vetsi nez nula

¥
[t ssFsize(CpG);

CpGls=Cpls,

a=1;

i=0;

b=0;
rozmer=size(CpGls),
min_vzd=100,

CpGls=zerasisize(CpE));

v

Stitani CpGls

ﬁ/hqnzmerlﬂ T |_

+y
c=1+H;
i=i+1;

abs(CpGi+1 1) -
CpGi,20==min vzd

+

abs{CpGli+ 1) - . —
2 CpG(i,2)) <= .:en(W,Qﬁ% a=a+1;

CpGlsia N=CpGic 1),
CpGlsla 2=CpGli+1 2,
i=i+1;

h=i+1;

]

b=hb+1;
a=at+l;

CpGlsia, 1)=CpGic,1):
| CpGisia,2)=CpGli,2);

N
vl

v
CpGle=CpGle(l:(al,];
[rslFsize(CpGls),;

(CpGiend-1,1)- CpGlend-2,20
=min_wzd

C
C

pGlslend 1)=CpGlend-1

A7
pGlslend 29 =CnGlend-1 21
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(CpGiend-1,1)- CpGlend-2,20
=min wzd

CpGlsiend,=];

7

Uprava indesxd
CpGls aknem

% uprava indexu CpGls oknern
CpGls=[CpGls 1-flooriwi) CpGls: 21 Hloorfw2);

+
CpGlsl 1=1;

CpGlslend 2i=length{=eq)

CpGlsiend 2)=length(seq);

do=CpGls(: 23-CpGls(: 11+1; % delka ostruvku
CpGle=] CpGlsl 11,CpGlst 2 dao]; % zacatek konec a delka ostruwku
rozmer=size (CpGle);

w e
{ i=1:rozmer(1 1} :‘"‘} EFQTK?}*E?H(IZEQE

dofiij==min_delka

A

CpGle=CaGlsfind(CpGls 1707,

CpGls(i,)=0
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l Wypocet GO obsahu
v CpGls

roZmer=size(CpGls);

rozmer(1,17)==1

GC_obsahil={nnz{matice2, CpGl=(1, 10 CpGlsil, O+
matice3, CpGlsd 1y CpGlad!, 2T 100Cp Gl a1, H-CpG st 10,

W
}-:':_: i=1:rozmer(1,1) >—
W

GC_obsah{i={nnz{matice2 CpGlsi 1 CpGlsi 20+
maticel3, CpG =i, 1SRG =, 200 00 CpGlsd, 2);

i
e

(—g‘/

CpGls=[CpGls, ceill(GC_obsahf];

CpGls
denzithi_matice
detekce
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