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ABSTRAKT

V této praci je objasnéna zakladni problematika repetitivni DNA a jsou zde
zhodnoceny vyhledavace tandemovych repetic bezplatné dostupné Siroké vefejnosti.
V praktické Casti prace je popsan algoritmus slouzici k vyhledavani tandemovych repetic
zalozeny na pfevodu sekvence DNA do ¢iselného formatu. Nasleduje zpracovani vzniklého
signalu pomoci kratkodobé Fourierovy transformace, vytvorfeni spektrogramu, jehoz analyza
slouzi k nalezeni pozice a obsahu repetitivnich oblasti. Vysledkem prace je porovnani
vystupt vybranych volné dostupnych programu s vytvofenym programem a zhodnoceni
vyhod a nevyhod.

KLICOVA SLOVA

Repetitivni DNA, tandemové repetice, Fourierova transformace, numericky
reprezentovana DNA.

ABSTRACT

This work clarifies basics of the repetitive DNA and evaluates thee tandem repeats
finders, which are accessible to public free of payment. Second part describes an algorithm
used for searching tandem repeats, based on converting DNA string into numerical signal.
Then follows signal processing using short-time Fourier transform, formation of
spectrogram and analysis for evaluating position and content of repetitive areas. Result of
this work is comparison of outcomes provided by public accessible programs with results of

created program and review of advantages and disadvantages.
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Uvod
Vsichni jedinci jednoho druhu maji stejnou sadu gend, a pfesto se objevuji vyrazné
fenotypové rozdily mezi jedinci téhoz druhu. Vyzkum v posledni dobé€ naznacuje, ze nekteré

z téchto odlisnosti jsou zpisobeny tandemovymi repeticemi, jinak feCeno kratkymi useky
DNA, které se opakuji mnohokrat za sebou v urcitém genu.

Nekodujici ¢asti mohou u nékterych organismi dosahovat az 90 % celého genomu a
ptestoze dfive panoval nazor, ze tato nadbyte¢na DNA nema vétsi vyznam, v posledni dobé
veédci nachazi stale vetsi spojitosti s jejimi opakujicimi se ¢astmi a projevem fenotypu u
raznych druhti. Setkavame se rozptylenymi repeticemi, které jsou v podstaté roztrousené v
celé DNA. Tyto repetice dosahuji vysokého procenta obsahu v genomu, ale tim, ze jsou
roztrousené na dlouhém fetézci, neni jejich vyznam tak velky, jako u tandemovych repetic.

Pravé tandemové repetice a jejich vyhledavani je tématem této bakalarské prace.

V prvni ¢asti prace je popsano, co to vlastné tandemové repetice jsou a jak vznikaji.
Tim, Ze se nachazi ve vétsim poctu tésné za sebou, tak na rozdil od rozptylenych repetic maji
jiz vétsi dopad na organismus. Fenotypové od sebe oddé€luji jednotlivce jednoho druhu, ale
jejich ptisobeni nemusi byt jen takovéto. Mohou zptuisobovat velké mnozstvi nejriznéjsich
onemocnéni a to nejen u cloveéka. K nejznameéjsim onemocnénim zpisobenym tandemovymi
repeticemi mizeme zaradit naptiklad Huntingtonovu chorobu, ktera je zptisobena rozsifenim
nékolika opakovani urcité trojice nukleotidii za sebou, ¢imz vznika nadbytek proteinu
huntingtin. Této chorobé a dalsim je také vénovana jedna kapitola této prace. Dalsi kapitola
se vénuje numericky reprezentované DNA, coz je vyjadieni genetické informace v takové
podobé, aby bylo mozné pfi zpracovani pouzit nejriznéjsi matematické operace, které nejsou
aplikovatelné na fetézce znakl, coz je vstupni informace pro jakykoliv algoritmus zaméfeny
na mapovani DNA. Mapovani DNA v posledni dobé Casto souvisi s prokazovanim identity,
a to nejen u Clovéka. Tandemové repetice tedy mohou byt dilezité v tzv. DNA-
fingerprintingu, coz je metoda rozeznavani jednotlivel pomoci DNA. Tato metoda se
nemusi vztahovat pouze na ur€ovani paternity, ¢i vyuzivani v kriminalistice, jak se domniva

Siroka vefejnost, ale da se pouzivat i pii urCovani jednotlivych druhti bakterii.

Dale jsou popsany metody vyhledavani tandemovych repetic a jsou vybrany tfi volné
pfistupné vyhledavace: Tandem Repeats Finder, IMEx: Imperfect satellite extractor a
Phobos. U téchto programi jsou zjednoduSené popsany jejich algoritmy vypocétu a
vyhodnocovani tandemovych repetic, nadeZ jsou otestovany na souboru riznych dat. Cast
testovacich dat je uméle vytvofena v programovacim prosttedi MATLAB, aby se dala

otestovat presnost vyhledavacu a jejich zakladni funkce.

V programové Casti je popsan algoritmus navrzeny pro vyhledavani tandemovych
repetic a vSechny ostatni pomocné funkce. V programovém prostiedi Matlab je vytvoren

program srovnatelny s ostatnimi vyhledavaci, které jsou vefejnosti volné pristupné.
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Zavérecna Cast se vénuje testovani vytvoreného programu a porovnava vysledky jim

dosazené s vysledky ostatnich testovanych vyhledavacu.
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1. DNA

Jak dulezitou roli ma jadro buriky v dédiCnosti zacalo byt ziejmé v 70. letech 19.
stoleti, pfi pozorovani jader samci a samic¢i pohlavni buriky pfi procesu oplozeni. Toto
pozorovani naznacovalo pritomnost néceho uvniti spermie a vajicka, co zptisobovalo dédéni
vlastnosti organismu. Dalsim obrovskym poznatkem bylo objeveni chromozomu a
pozorovani jejich rozdé€leni pii déleni bunky. Tato skuteCnost zarucuje predani identické
sady chromozomu, kazdé dcefiné burice. Na prelomu 19. stoleti bylo jasné, ze pocty
chromozomu jsou vnitrodruhové identické, ale mezidruhove se lisi. Pozd€jsi vyzkumy
ukdézaly, ze chromozomy se vyskytuji ve vice stadiich a ze tvoii samotnou DNA. Samotnou
strukturu popsali a prvni spravny trojrozmérny model pravotoCivé dvousroubovice

predstavili v roce 1953 James Watson a Francis Crick na Cambridge University.

Zakladnimi stavebnimi jednotkami jsou nukleotidy', které obsahuji jednu ze &tyt

bazi. Tyto Ctyfi baze jsou:

e Adenin (A)
e Guanin (G)
e Cytosin (C)
e Tymin (T)

V kazdém misté dvousroubovice tvoii adenin par s tyminem, podobné jako cytosin
s guaninem. Tento jev se nazyva komplementarita bazi a byl také popsan J. Watsonem a F.
Crickem. Jedno vlakno DNA je spojeno s komplementarnim protéjskem vodikovymi
mustky. Adenin s tyminem se poji dvéma mustky, cytosin s guaninem tfemi. Sousedni
nukleotidy ve vlaknu jsou spojeny fosfodiesterovou vazbou, z cehoz vyplyva, ze na kazdém
konci vlakna bude jiny konec. Konec, na kterém ,,vycniva“ cukernata ¢ast oznacujeme jako
3' konec, opacny konec s fosfatovym zbytkem oznacujeme jako 5' konec. Vldkna se vzdy

spojuji opacnymi konci k sobé.

Presny popis struktury védclim naznacil, ze sekvence DNA muze byt zkopirovana
pouzitim kazdého vlékna jako ptedlohy pro vznik nové komplementarni sekvence bazi. Dale
ukazal, ze genetickd informace je zakddovana ve sledu bazi a ze zmény v genetické

informaci vedou k mutacim. [1]

Jakozto komplexni struktura se da DNA popsat v nékolika urovnich. Primarni
strukturou se rozumi posloupnost nukleotidi v jednom vlakné. Sekundarni struktura
popisuje DNA jako pravotoCivou dvousroubovici pospojovanou vodikovymi mustky.
Terciarni strukturou je dano usporadani celé DNA do chromatinu, a provazani s histony?.

! Latky sloZené z dusikaté baze (purinové, nebo pyrimidinové), deoxyribozy a zbytki kyseliny
fosfore¢né
2 Bilkoviny, které podporuji stavbu chromatinu
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2. Repetitivni DNA

Na konci Sedesatych let dvacatého stoleti zaCalo byt védcam jasné, Ze eukaryoticky
genom obsahuje oproti prokaryotickému vysoké procento nekodujicich, ¢asto se opakujicich
casti DNA.

Pfi denaturaci DNA (rozpojovani dvousroubovice) teplem, dochazi k rozpadu vazeb
mezi nukleotidy dvou vlaken. Diky témto vazbam, tzv. vodikovym mustkim vznika pro
DNA typicka dvousroubovice. Prvni naznaky vyskytu repetitivni DNA byly objeveny diky
procesu renaturace. Tento proces se vyskytuje po denaturaci teplem a naslednym
ochlazovanim prostfedi, ve kterém komplementarni vlakna hledaji moznost jak se spojit.
S predstavou jednoho vlakna DNA o délce 10 000 nukleotidd, ve kterém se nenachazi zadna
opakujici se sekvence, by renaturace trvala fadové tydny, nebo mésice, nez by doslo
k opétovné asociaci komplementarniho vladkna. Realné by doslo k renaturaci takového

vlakna v mnohem krat$im cCase.

Délka renaturace zavisi na Cetnosti a délce repetitivnich sekvenci. Mnozstvi

opakujicich se usekl mize u urcitych druht presahovat 90 % celkového objemu DNA. [22]

Mnozstvi DNA vétsiny organismd, se tedy muze zdat jako nadbyte¢né. Na tento fakt
poukazuje tzv. C-value paradox. Pro priklad haploidni burika ¢loveéka obsahuje asi 3,3
miliard bp, oproti ménavce, jejiz DNA obsahuje dohromady asi 200 miliard bp. Priméma
kostnata ryba ma asi 300 miliard bp, ryby z fadu ctverzubcovitych maji DNA o délce asi 0,5
miliardy bp. Paradox tedy spoCiva v tom, jak je mozné, ze je k ,vytvofeni“ pramérné
kostnaté ryby potfebujeme 600x vice DNA nez k vytvofeni jiné kostnaté ryby? Co déla
v genomu takové mnozstvi DNA, které se zda nepotfebné? To je zasadni otazka, na kterou
se hleda odpovéd'. [18]

V celém lidském genomu?® tvori okolo 1,2 % protein-kédujici DNA, tato informace
je zédkladem pro expresi urCitého genu. Znacny podil genetické informace tvoii nekodujici
sekvence, které byly dfive oznaCovany za zbyte¢né, prebytkové nebo vypliiujici. Tyto Casti
nenesou pfimou informaci o expresi genu a nejsou transkribovany. Do této skupiny jsou
fazeny signalni sekvence neboli regulacni oblasti o expresi urcitého genu, dale repetitivni
sekvence, jejichz délka mize byt tak variabilni, ze se da pouzit k identifikaci jedince (tzv.
DNA fingerprinting). Dale se sem fadi mobilni elementy a neklasifikovatelna DNA, kam
patii tzv. mezerniky ¢i spojky mezi transkripénimi jednotkami. Vlastnosti této negenové

DNA nejsou v soucasnosti presne€ znamy.

Dnes je repetitivni DNA jiz povazovana za nedilnou soucast genetického kodu kazdé

buriky. Proto je v posledni dob¢ diikladné prozkoumavana védeckou obci.

3 Soubor vsech gent jedince
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Tyto opakujici se sekvence maji rizny charakter, délku i vyznam. Obecné se jedna o
useky DNA tvorené opakovanim sekvencniho motivu neboli jednotkou repetice. Pokud jsou
repetice usporadany linearné za sebou, jedna se o tzv. tandemové repetice. Druhou moznosti
je nahodné opakovani jednotek repetice v prubéhu celého genomu, pak tyto repetice se
nazyvaji rozptylené nebo také transpozibilni elementy (TE). [22]

2.1 Transpozibilni elementy

Nejvice se vyskytujicim druhem repetitivni DNA jsou pravé rozptylené sekvence,
nekdy nazyvané , skakaci geny“. Mnozstvi téchto opakovani se odhaduje na 50 % celkového
objemu sav¢i DNA a nachazi se na mnoha riznych mistech v celém genomu. Individualni
kopie identickych, nebo velice podobnych sekvenci, délky od 100 bp az do 10 kbp, se
nachazi v desetitisicich az vice nez milionech opakovani skrze cely genom. Tento rozptyl je

dan opakovanou inserci tzv. transpozonu na stale nova mista v prubéhu evoluce.

V dnesni dobé je znamo mnoho druht transpozibilnich elementd, stejné jako mnoho
kategorii do kterych se daji zafadit. Jedno z béznéjsich dé€leni je na TE, které potiebu;i
k piepisu reversni transkriptazu® a na ty, které ji nepotfebuji. Prvni zminény typ je znam pod
nazvem retrotranspozony, nebo také TE prvniho fadu, zatimco druhy zminény typ se
oznacuje jako DNA transpozony neboli TE druhého radu. [9]

B Retrotranspozony B DNA transpozony
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Obrazek 1: Pomér obsahu TE u ruznych eukaryotnich druhi

[http://www.nature.com/scitable/topicpage/transposons-the-jumping-genes-518 upraveno]

Vyse uvedeny obrazek popisuje relativni obsah retrotranspozony a DNA transpozont
u riznych eukaryotnich druhii. (Sc: Saccharomyces cerevisiae; Sp: Schizosaccharomyces

pombe; Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Os: Oryza sativa; Ce: Caenorhabditis

4 Enzym umoziiujici ptepis informace zpétné z RNA do DNA
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elegans; Dm: Drosophila melanogaster; Ag: Anopheles gambiae; Aa: Aedes aegypti; Eh:

Entamoeba histolytica; Ei: Entamoeba invadens; Tv: Trichomonas vaginalis.) [9]
2.2 DNA transpozony

Tento druh TE je plné autonomni a kdduji protein transponazu. Pomoci této bilkoviny
se DNA transpozony oddéli ze svého puvodniho mista v genu, a mohou se pfesunout
v podstaté na kterékoliv jiné misto v genomu. Tento pohyb po genomu se oznacuje jako ,,cut
and paste” (vyjmout a vlozit). Bohuzel nékteré transpozony nesou geny kodujici enzymy
inaktivujici antibiotika naptiklad jako ampicilin nebo tetracyklin.

Pro TE druhého fadu je typické ohraniCeni kratkymi repeticemi o 9 az 40 bazich,
které jsou samy sobé komplementy. Napfiklad pokud se na jednom konci objevi sekvence

ACGCTA, tak na druhém najdeme TGCGAT. Toto oznaceni vyuzivaji TE k tomu, aby byly

jednoduse rozpoznany transponazou.

Meéné nez 2 % lidského genomu je slozeno z DNA transpozonu, coz znamena, ze

vyznamnéj$i ¢ast genomu patii TE prvniho fadu neboli retrotranspozoniam. [9][19]
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Obrazek 2: Schéma zaclenéni DNA transpozonu do genu
[http://www.hammiverse.com/lectures/19/2.html upraveno]
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2.2.1 Retrotranspozony

Retrotranspozony se oproti TE prvniho faddu pohybuji za pomoci RNA
zprostiedkovateld. Jinak feCeno nekoduji enzym transponazu, ale produkuji RNA
transkripty, které jsou za pomoci enzymu reversni transkriptazy vlozeny zpét do DNA na
pfedem urCené misto. To ovSem znamena, ze pii ,,skoku” z jednoho mista v genomu na
druhé, nedochazi k presunu originalni sekvence, nybrz k jejimu okopirovani a vlozeni na
nové misto a tim zdvojnasobeni ptivodniho mnozstvi. Tento pohyb je tedy v literatuie
popisovan jako ,,copy and paste (kopirovat a vlozit). Tento proces podléha mnohym
chybam a cCasto vznikaji porusené a neaktivni kopie retrotranspozonti postizené bodovymi
mutacemi, piipadné delecemi. Proto také obsahuje lidsky genom az 45 procent takovych

sekvenci.

Retrotranspozony se mohou d¢lit na autonomni a neautonomni a to podle jejich
schopnosti pohybu v genomu. Autonomni se mohou pohybovat samy, zatimco neautonomni
vyzaduji pfitomnost jiného retrotranspozonu aby se mohly hybat. To je dano faktem, ze tyto
TE nenesou informaci pro reversni transkriptazu, ktera je pro transpozici potiebna. Proto si
potfebuji ,,ptjCit™ enzym reversni transkriptazu od jiného elementu, aby mohly ,,preskocit®.
(9] [20]

LTR retrotranspozony

Na obou koncich téchto TE mizeme pozorovat dlouhé ukoncCovaci repetice
(anglicky: Long Terminal Repeats, cesky: dlouhé ukoncujici repetice). LTR
retrotranspozony jsou strukturou a zivotnim cyklem stejné jako retroviry, ale protein
kodujict geny jsou jiz neaktivni a zmutované, presto je jejich zivotni cyklus velice podobny
napiiklad retroviru HIV (Human Immunodeficiency Virus). V lidském genomu zabiraji asi
8 %. Podobné jako DNA transpozony jsou diky své neaktivité a neschopnosti transpozice

povazovany za neaktivni, tzv. fosilie.

Non-LTR retrotranspozony

Jiz podle nazvu je jasné, ze skupina non-LTR retrotranspozont neobsahuje zadné

ukoncovaci repetice.

LINE (Long Interspersed Nuclear Elements, Cesky: dlouhé rozptylené jaderné
elementy), jsou reversni transkriptazu kodujici skupina. Sav¢i genom obsahuje zastaralou,
jiz netransponujici skupinu LINE2 a také mladsi, stale aktivni skupinu LINE]1, ktera se stale

transponuje a jeji podil nartsta (momentalné asi 21 %).

SINE (Short Interspersed Nuclear Elements, Cesky: kratké rozptylené jaderné
elementy), jsou neautonomni TE, které se obecné pohybuji v genomu diky reversni

transkriptaze, produkovanou LINE. Nejznaméjsi skupinou jsou Alu elementy, které se
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vyskytuji v CG bohatych oblastech, ovSem jejich funkce neni jasna. Dale pak L1 elementy,
které zabiraji asi 17 % genomu.[18]

2.2.2 Vlastnosti transpozibilnich elementi

Je faktem, Ze asi polovina lidského genomu je tvofena pravé TE, s velkou mirou L1
a Alu retrotranspozont. LINE a SINE jsou jediné stale aktivni TE v naS§em genomu, ostatni
muiizeme povazovat za neaktivni fosilie. Jejich vlastnosti zavisi hlavné na jejich cilovém
misté, kam transponuji. Pokud jsou prepsany do protein kodujiciho genu, muze dojit
k mutaci. Tento fakt byl zjistén, kdyz védci objevili vepsany L1 do genu pro srazejici faktor
VII. Porucha struktury faktoru VII zptisobuje nemoc zvanou hemofilie. O nekolik let pozdéji
védci objevili L1 vepsany v bunikach rakoviny konecniku. Tento element nebyl objeven ve
zdravych buiikéach testovaného jedince. Je tedy zfejmé, ze L1, transponovany v somatickych

burikach savcl, mohou hrat velkou roli v rozvijeni nemoci.

Nova kopie

DNA Retrotranspozon retrotra hspozonu
A
@ Transkripce @ Inzerce
S s . | retrotrans-
RNA pozonu
/ Transkripce
© RNA do DNA
F{everznf -. .
transkriptaza —
o Syntéza druhého
vldkna DNA
-

Obrazek 3: Proces transpozice retrotranspozonu v DNA [zdroj:

http://www.hammiverse.com/lectures/19/images/2-8.png upraveno]
2.3 Tandemové repetice

Tandemové repetice jsou definovany jako dvé k sobé& priléhajici kopie urcité
nukleotidové sekvence. Vyskyt nékolika takovych kopii za sebou se nazyva ATR

(Approximate Tandem Repeat, Cesky: piiblizna tandemovéa repetice). Byly objeveny pfi
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centrifugaci DNA, diky své rozli§né vznasivé hustoté. Odtud pochéazi nazev satelitni DNA,
z latinského satelles, coz v CeStin€ znamena pruvodce. Tandemové repetice muzeme délit
podle poctu opakovani jednotek repetice. NejmensSi jsou tzv. mikrosatelity a minisatelity,
kde se nachazi jednotky az desitky opakovani. Vétsi jsou nazyvany pouze satelity a dosahu;i
délky v jednotkach Mbp. Tandemové repetice se Casto nachazi v DNA, ale jejich vlastnosti
nejsou uplné znamy. Je znamo, Ze tyto repetice mohou byt pavodcem polymorfizmu,
pozorovaného u jedincti téhoz druhu. Vzhledem k tomuto zjisténi jsou prozkoumavany
potencialni vztahy mezi délkou tandemovych repetic a genetickymi poruchami. V popiedi
zajmu jsou napiiklad hyperkineticka porucha®, roztrouSena skleroza mozkomisni,

Alzheimerova choroba, nebo syndrom necitlivosti na androgeny.[8]

DNA rozdélena
Poxtok DNA podle gradientu
Centrifugaxe v Saiety

——

\

Hlawni Gast
DNA

N A4

Obrazek 4: Déleni smési DNA centrifugaci (zdroj:
http://cienciasdejoseleg.blogspot.cz/2014/06/repeticiones-en-satelite-del-adn.html upraveno)

2.3.1 Satelitni DNA

Satelitni DNA se sklada z nejdelSich repetitivnich motivi, které se délkou pohybuji
v rozmezi 5 —300 bp v zavislosti na druhu. Obvykly podet opakovani je 10° az 10°. Vyskytuji
se hlavné v heterochromatinu a ¢asto tvoii centromery nebo telomery. Existuje nejméné 10
raznych druhi satelitni DNA.

Lidska satelitni DNA m4 sklon k vysoké uspotradanosti. Satelitni o DNA, nachazejici
se v centromerach, je typicky 171 bp dlouha, pfitomna jako dimery (342 bp), ale mize se
vyskytovat az jako 16'mery (2763 bp), které slouzi jako repeti¢ni motiv. Obycejné se nelisi
v délce tak zasadné jako mikrosatelity nebo minisatelity.

3> Porucha pozornosti spojend s hyperaktivitou jedince
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Lidska B satelitni DNA je pfitomna jako 30 — 60 tisic kopii 68 bp dlouhého
monomeru (2 040 000 — 4 080 000 bp) na metacentrickém chromozomu 9 a na

akrocentrickych chromozomech 13, 14 15 21 a 22.

Jelikoz genom obecné podléha mutacim, pak mizeme i v satelitni DNA nalézat
nepravidelnosti v opakovanich, jako bodové mutace, inzerce a podobné. Kromé primarniho
opakovaného fetézce muzeme nachazet i sekundarni motivy, které vznikaji praveé kvili

mutacim. Tyto mutace jsou dale kopirovany, az samy tvoii n¢jaky vzor.

Tabulka 1: Priklad satelitni DNA a jejiho mnozstvi u Drosophila virilus [5]

Drubh satelitu Primarni sekvence | Celkovy pocet | Obsah v genomu
kopii [%]

I ACAAACT 1,1%107 25

il ATAAACT 3,6%10° 8

11 ACAAATT 1,6%10° 8
Celkem v genomu | 41

2.3.2 Minisatelity

Tyto tandemové repetice maji délku repeti¢ni jednotky v rozmezi od 15 do 400 bp,
s medianovou hodnotou okolo 20. Bézné se motivy opakuji 20 — 50x a tvoti tandemy dlouhé
1000 az 5000 bp, coz je oproti satelitni DNA pouhy zlomek. Nejcastéji se vyskytuji
v telomerech a v subtelomerickych oblastech chromozomu. Diky vysoké variabilité, tzv.
VNTR (Variable Number Tandem Repeats, Cesky: tandemové repetice s proménnym
poctem opakovani) se stavaji vhodnym nastrojem pro srovnavani DNA vzorkd, tzv. DNA
fingerprinting. Bohuzel kviili délce VNTR neni mozna jednoducha amplifikace® pomoci
PCR a proto nejsou pii srovnavani vzorktit DNA piilis oblibené.[1][20]

Posledni studie vedou k teorii, ze VNTR podle svého poctu mohou ovliviiovat
expresi genu, napfiklad produkci inzulinu. Rizné typy diabetu jsou pfirovnavany k riznym
poctim minisatelitni DNA pfed genem kodujicim produkci hormonu inzulin. Minisatelity
maji v genomu pravdépodobné vzdy jednu ze tfi funkci. Zaprvé jsou nékteré VNTR tvori
casti ORF (Open Reading Frame, Cesky: otevieny Cteci ramec), coz je usek DNA, vymezeny
fetézec. Proto se muze pfitomnost mikrosatelitu projevit jako polymorfismus mezi jedinci.

Zadruhé je velice pravdépodobné, ze nékteré VNTR se vazi na proteiny, coz ma mnohé

6 Zmnozeni
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nasledky. Naptiklad minisatelity na 5' konci genu se UcCastni regulace transkripce. Zatreti

mohou VNTR tvorit kiehké, nestalé ¢asti chromozomu. [24]
2.3.3 Mikrosatelity

Jsou oznacovany jako SSTR (Simple Sequence Tandem Repeats, Cesky: tandemové
repetice jednoduchych sekvenci). Repeti¢ni jednotky jsou obecné dinukleotidy,
trinukleotidy, tetranukleotidy, nebo pentanukleotidy. Setkdvame se tedy maximalné se
sekvencemi o 500 bp. U cloveéka jsou nékteré genetické poruchy zplsobeny expanzi
trinukleotid do kodujicich oblasti. Mikrosatelity jsou vysoce polymorfni a proto se podobné
jako minisatelity daji vyuzit jako genetické markery. Diky jejich délce a jednoduchému
rozpoznani pomoci PCR probiha jejich amplifikace jednoduseji nez u minisateliti. Proto
mohou byt SSTR vyuzivany k testovani paternity, tvoreni genetickych map nebo mohou byt

uzitecné ve forenznich védach.[11]

Jak je zminéno vyse SSTR mohou nekdy expandovat do kodujicich casti DNA. Toto
rozSiteni je zodpovédné za vice nez dvacet zavaznych neuromuskularnich a
neurodegenerativnich onemocnéni. Porozuméni patogennim mechanismim TNR (Tri
Nucleotide Repeats, Cesky: trinukleotidové repetice) v posledni dobé vysoce pokrocilo,
presto mnoho aspektl jejich muta¢nich mechanism zistava nevysvétlenych.

Savci si vytvortili systém, ktery zabrariuje rychlym zménam v DNA, které by mohly
byt kritické pro cely druh. Pokud tyto repetice prekroci svou délkou urcity prah, pak
restrikéni mechanismy nefunguji a dochazi nejcastéji k prenosu TNR z rodice na dité€ a také
k jejich expanzi pfi vyvoji plodu. Zmény v délce TNR mohou byt velice podstatné.
V koduyjicich sekvencich mohou byt nestabilni jiz od cca 29 — 35 bp. Expanze TNR
v kédujicich oblastech je mensi nez 10 repetic za generaci. Pti pfenosu z rodice na dité roste
TNR mimo kédujici oblasti o 100 — 10 000 repetic za generaci. Jak pro koédujici tak pro
nekodujici oblasti TNR rostou za hranici urcitého prahu a zaroven se zvySuje
pravdépodobnost dalsi nestabilni mutace. Pokud dojde k projevu néjaké poruchy, pak se
postupné s generacemi stava vice zavaznou a zacina se projevovat v niz§im véku. Tento
fenomén nazyvame anticipace. Duvod pro¢ nékteré repetice expanduji rychleji a nekteré

pomaleji neni zatim pfesné znam.[12]
2.3.4 Zpusob prodluzovani/zkracovani tandemovych repetic

Pivodné bylo prodluzovani nukleotid(i limitovano pouze na trinukleotidy, nyni je jiz
jasné, ze dochazi k prodluzovani aseka tetranukelotidi (CCTG), pentanukleotidi (AATCT)

a dokonce dodekanukleotidi (C4GC4sCGC), které mohou zptuisobovat rizna onemocnéni.[13]

Obecné nejvice prijimanym mechanismem expanze in vivo je tzv. klouzani vlakna.

Vlivem teplotniho kolisani mize dojit k disociaci 3‘-konce vlakna, ktery se pfi reasociaci
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navaze na jiné misto repetice a tim padem vznikne tzv. klicka. Pokud tato klicka vznikne
v polymerazovém fetézci, dojde k prodlouzeni repetice, pokud vznikne na templatovém

fetézci, tak dojde ke zkraceni repetice. [21][23]
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Obrazek 5: Klouzani sekvence (zdroj: http://biol.If1.cuni.cz/ucebnice/repetitivni_dna.htm)

Jinym mechanismem, ktery pfispiva k prodluzovani a zkracovani vétsinou delSich
repetic je nerovnomeérny crossing-over. Pifi spravném crossing-overu dochazi nejdiive ke
splynuti dvou homolognich chromozomu, dale se rozpoji DNA dvousroubovice a nasleduje

vzajemna vymena jejich ¢asti (dochazi k prektizeni), tim vznika chromozom, jehoz ¢ast je
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totozna s chromozomem puvodni matefské sady, zatimco druha ¢ast je stejna, jako byla u
otce. Pfi nerovnomérném crossing-overu dochazi mezi nehomolognimi chromozomy ke
$patnému napojeni a tim padem podobné jako u klouzani vlakna k duplikaci, nebo deleci
casti sekvence DNA . [21]

2.3.5 Vliv repetic na morfologii

Jak jiz bylo zminéno, mezi jedinci téhoz druhu jsou mensi, ¢i vétsi rozlisnosti 1 pres
to, ze jejich geneticka vybava je téméf totozna. Zde je nejpodstatnéjsi slovo ,,téméi*, protoze
vliv nekodujicich oblasti na expresi genu je zasadni a pravé v téchto oblastech najdeme

rozliSnosti nejvice.[15]

V roce 2004 ve své studii, se védci John Fondon a Harold Garner rozhodli
prozkoumat populace, které vykazuji zietelné morfologické odli§nosti mezi jejich jedinci.
Poté srovnali genomy téchto druhti a pokusili se najit korelaci mezi vnitrodruhovymi rozdily
a poctem tandemovych repetic. Tato dvojice védct vybrala jako reprezentativni populaci psa
domaciho jednoduSe proto, Ze chovatelé jsou znami svou vybiravosti a posedlosti
Cistokrevného mazlicka, na némz jsou vzacné pravé odliS§nosti od ostatnich pstu stejného
druhu.[1][15]

VétSina genu se zda tandemovymi repeticemi néjak neovlivnéna, ov§em pét genda,
které védci zkoumali, jsou opakovanymi sekvencemi vysoce ovlivnény. Jde o geny: Six-3
(A54 bp), Hox-a7 (A33 bp), Runx-2 (ins45 bp), Hox-d8 (A30 bp) a Alx-4 (AS1 bp). Piestoze
jsou tyto alely velice netypické, tak jsou vhodnou pfilezitosti pro zkoumani viditelnych
efekt na urcCitych plemenech psa.

Naptiklad, pokud se alela Alx-4*3! objevi u homozygotniho jedince Pyrenejského
horského psa, projevi se u néj bilateralni polydaktylie prvniho prstu.

Naopak Runx-2 je za normalnich okolnosti hlavni gen regulujici diferenciaci
osteoblastl, coz jsou buriky zodpovédné za formovani kosti. Lidsky Runx-2 obsahuje
repetitivni sekvenci kodujici 23 glutamini a za nimi 17 alanini a pfi mutaci dochazi
k cleidocranialni dysplasii, coZ je syndrom charakterizovany riiznymi craniofacialnimi’ a
jinymi skeletalnimi malformacemi. Runx-2 u psit obsahuje 18 az 20 glutaminu
nasledovanych 12 az 17 alaniny a mezi riznymi plemeny je vysoce variabilni. Pearsonova
korelacni analyza odhalila jasnou spojitost mezi celkovou délkou alely, dorsoventralnim
sklonem nosu a délkou stfedni ¢asti obliceje. Porovnavané hodnoty byly zméfené z 3D
vypocitanych modelt lebek dvaceti morfologicky odlisnych Cistokrevnych psi a sedmi
miSencu.[1][14][15]

7 Oblast lebky a obli¢eje
22



Vyznamné zmény, které se objevily u domestikovanych psich druht za poslednich
150 let, diky vybiravosti chovatelti a postupné zméné standarda na rizna plemena, ukazuji

potencial sav¢iho genomu rychle odpovidat na silnou selekci.

Pres nedostatek genetické odliSnosti, ktera je zptisobena strukturou psi populace a
historii, jsou tato plemena schopna kontinualné vytvaret nové morfologické rysy ve velice

rychlém a stabilnim tempu. [1][15]

Nemoci zpusobené expanzi trinukleotidi

TRED (Triplet Repeat Expansion Diseases, ¢esky: Nemoci zpusobené expanzi
trinukleotidll), jsou charakterizovany amplifkaci trinukleotidi ve specifickych genech.
Nejcasteji expanduji CAG — GTC, CGG — GCC a GAA — TTC trinukleotidové pary.

Prvni z prokdzanych TRED je Syndrom fragilniho X (také znamy jako FRAXA,
nebo FMRI1), pii kterém dochazi ke zmnozeni repetic CGG tripletu v oblasti kodujici
promotor genu FMR1 (Fragile X Mental Rretardation). K rozvinuti onemocnéni dochazi pii
expanzi premutacni alely nad 200 bp skoro vyhradné pfi piedani od matky, jejiz premutacni
alela je jiz del§i nez 90 bp. Hlavnim projevem FRAXA je mentalni retardace a typické

protazeni obliceje a velké usni boltce.[14]

Podobné muze dochazet k jinym typim syndromu fragilniho chromozomu X a to
v oblasti kodujici promotor genu FMR2 (vznika tzv. FRAXE), nebo v oblasti kodujici gen
FAMI11A (vznika tzv. FRAXF).[20]

Bulbospinalni svalova atrofie je vzacné degenerativni pomalu postupujici
onemocnéni postihujici prevazné spinadlni a bulbarni periferni motoneuron. Genetickym
podkladem je expanze CAG tripletd na prvnim exonu androgenového receptorového genu
X chromosomu. Jednd se o onemocnéni s gonozomalné recesivni dédiCnosti, které se
projevuje u muzi. V rozvinutém stadiu jsou typické svalové atrofie, slabost a fascikulace®,
zvlasté v bulbarni oblasti (jazyk a mimické svaly) a na koncetinach. Dalsimi pfiznaky je
napiiklad tremor rukou, svalové bolesti a gynekomastie. Toto onemocnéni se naplno

projevuje az ve Ctvrté az paté dekadé zivota, nékteré piiznaky (gynekomastie, chronicka

e, e

Jedno z nejznaméjSich onemocnéni zpusobenych expanzi trinukleotidd je
Huntingtonova choroba. Jedna se autosomalné dédi¢né neurodegenerativni onemocnéni
mozku postihujici jedince obojiho pohlavi. Obvyklym klinickym obrazem jsou mimovolni
pohyby, abnormalni zptisob chiize a porucha feci. Dale se u nemocnych projevuje ubytek
rozumovych schopnosti, poruchy nalady a chovani (tzv. presenilni demence). Jedna se o

pomérné vzacné onemocnéni projevujici se nejCastéji mezi 20 — 45 rokem véku.

8 Samovolné zadkuby svalovych vlidken
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V molekularni oblasti se jednd o expanzi CAG od pozice 18. aminokyseliny v oblasti
kodujici gen huntingtin. Normalné fungujici huntingtin ma v fadé 6-34 CAG triplett a se
zvySujicim se poctem prichazi diivéjsi projevy nemoci.[12][14][22]

Dalsi onemocnéni zptisobené jsou spinocerebralni ataxie, dentatorubral-pallidolusian
atrofie (DRPLA), choroba Machado-Josepha nebo myotonicka dystrofie.[14]
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3. Numericky reprezentovana DNA

Numericka reprezentace DNA je klicova pro pouziti Sirokého spektra analyz,
zahrnujicich zpracovani signalu nejriznéjsimi systémy (napf. neuronové site). Diky urcitym
typum numerickych reprezentaci lze vyjadiit nejen, ktera baze se na jakém misté genomu
nachazi, ale vyjadfit CasteCné jeji biologické, chemické, nebo fyzikalni vlastnosti. Samotny

vybér reprezentace je kliCovy pro vypoveédni hodnotu nédhradniho ¢iselného fetézce.[1][8]

Reprezentace Ctyrsténem (tetrahedron)

Nukleotidové baze mizeme délit podle tii hlavnich kritérii:

e Molekularni struktura — A a G jsou purinové baze (R), C a T jsou baze
pyrimidinové (Y),

e Sila vazby — G a C jsou k sob€ vazany tfemi vodikovymi mustky, tedy silnou
vazbou (S), A a T jsou vazany pouze dvéma vodikovymi mustky a tedy
slabou vazbou (W),

e Pritomnost radikadlu — A a C se fadi do amino (NH3) skupiny M), G a T
obsahuji zbytek keto (C = O) skupiny (K).

Tyto vlastnosti lze vyjadrit jako tetrahedron, jehoz hrany reprezentuji jednotlivé
vlastnosti. Kazda z os v trojrozmérném kartézském soufadném systému urcuje jednu skupinu
vlastnosti jako je sila vazby na ose x, pfitomnost radikalu na ose y a molekularni strukturu
na ose z.[2][25]

R-Y
(2)

M-K
(y)

C

Obrazek 6: Nukleotidovy ¢tyrstén v pomocné krychli[25]
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1D reprezentace redlnymi Cisly

Pravdépodobné nejjednodussi metoda numerické reprezentace DNA, je 1D
reprezentace realnymi Cisly, kdy je kazdému nukleotidu pfifazeno jedno cCislo. Nevyhodou
je ztrata informace o biochemickych vlastnostech nukleotidd. Pfidava jinou informaci.
Pokud pfitadime kazdé bazi jedno realné Cislo, napt.. A=1, C=2,G=3aT =4, pak
muzeme fici, ze A <C <G < T. Tato metoda je pro mapovani genomu nevhodna, ov§em pro

nekteré jednoduché operace a predzpracovani je dostacujici.[1][2]

2D reprezentace

Metoda 2D reprezentace zobrazuje reprezentovanou DNA v kartézském
soufadnicovém systému. Ctyfem bazim A, C, G, T jsou pfifazeny &tyfi sméry, (- x), (+ x), (-
y), a (+y). Tato reprezentace je ovSem dosti nevyhovujici kvili moznosti zacykleni, kiizeni
se nebo stejné reprezentace rozdilnych sekvenci. Ke zdokonaleni se pouziva reprezentace
pouze v 1. a 4. kvadrantu kartézského souradnicového systému, diky cemuz nemize jiz dojit

k zacykleni prekryti nebo jiné ztraté informace.[1][2]

at o

Obrazek 7: 2D reprezentace realnymi Cisly v 1. a 4. kvadrantu [25]
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4D binarni reprezentace

Tato metoda vytvari Ctyfi indikacni vektory wua(n), un(n), uc(n) a ug(n), které
vyjadiuji nepfitomnost nebo piitomnost daného nukleotidu na pozici n v sekvenci. Je vhodna
pro vyuziti pfi zpracovani reprezentované DNA Fourierovou transformaci, a proto je velice
Casto vyuzivana. Prikladem je sekvence AAGCGTCA, jejiz indikacni vektory jsou ua =
11000001, ur= 00000100, uc = 00010010 a ur = 00000100.[2][25]

3D numericka reprezentace redukci 4D binarni reprezentace
Dal§i moznosti reprezentace DNA dat je redukce 4D reprezentace do RGB spektra,
¢ehoz se vyuziva naptiklad pti spektralni analyze.[25]

Kazdé bazi pritazujeme bez jakékoliv ztraty informace vektor sméfujici ze stiedu

jednoho ze Ctyt vrchola pravidelného Ctyfsténu takto:

A = (aR; a(;; aB) = (0:0:1)

V2 V6 1
€= e =\"53373
V2 V6 1
G = (9r Y¢. 9p) = T3 373
242 1
T = (tR; t(;; tB) = <Tl0l _§>

(1)

Tyto vektory jsou poté pirevedeny pouze do tii numerickych sekvenci xg, xc, xp, které

odpovidaji linearnimu zapisu:[2][25]

2
xg(n) = g [2ur(n) —uc(n) —ug(n)]
6
xg(n) = g [uc(n) — ug(n)]
1
xp(n) = 5 [Buy(n) —ur(n) —uc(n) —ug(n)]

2)

Existuje pochopitelné mnoho jinych reprezentaci pro zjednoduSeni mapovani

vvvvvv

vyuziva se napiiklad reprezentace celych kodonl, coZ posouva reprezentaci na jinou
uaroven.[1][2][25]
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4. Diskrétni Fourierova transformace (DFT)

V usecich signalu, kde dochazi k tandemovym repeticim, oCekdvame pravidelné
opakovani urcitého repeticniho motivu. V tom ptipadé tedy dochazi i k pravidelnému
opakovani jednotlivych nukleotidi. Této periodicity je mozno vyuzit pii Cislicovém
zpracovani DNA sekvenci. Jako idealni se jevi zpracovani pomoci tzv. Fourierovy
transformace. Ta je ovSem definovana pro spojité signaly, coz zkoumané nukleotidové
sekvence nejsou. Proto je nutno vyuzit jiného vyjadfeni pro ziskani spektra, a to diskrétni

Fourierovy transformace

Diskrétni periodické signaly lze popsat diskrétni Fourierovou fadou. Pii popisu
aperiodickych signalti 1ze vyuzit Fourierovu transformaci diskrétniho signalu (DTFT).
Vystupem DTFT je spojité spektrum, které je nevhodné pro pocitaCové zpracovani, proto
zavedeme pojem diskrétni Fourierova transformace. Tato matematicka operace vzorkim
Casového prubéhu, v nasem piipadé jednotlivym nukleotidim v sekvenci, pfifadi
posloupnost konecné délky (Carové frekvencni spektrum). Diskrétni Fourierova

transformace je dana vztahem:

jm2mk

N-1 N-1
Fmy= ) f(e™ N = flow*n @
k=0 k=0

, kde koeficient m = 0, /... N-1 aurc€uje fad harmonické slozky
k =0,1...N-1 aurcuje poradi odebraného vzorku v ¢asové oblasti
N znaci pocet odebranych vzorkd.

Chceme-li vystup transformace interpretovat ve vyznamu blizkém koncepci spektra

spojitého signalu, tedy jako funkci frekvence, je vhodnéjsi psat defini¢ni vztah takto:

N-1
F(kQ) = ) f(nT)e Jkont 5)

Protoze je zde nazorné patrno, ze koeficienty diskrétniho spektra pfislusi jistym

frekvencim (), zatimco vzorky signalu pfislusi jistym ¢asovym okamzikim nT.[7]

Vystupem DFT je frekvencni spektrum signéalu, které ukazuje silu signalu na
jednotlivych frekvencich. Pi provedeni DFT na signal o délce napt. 10kbp, kde je oCekavana
repetice trinukleotidu o délce 60bp bude zvySeni amplitudy v tomto iseku naprosto nepatrné.
Proto je tedy vhodné pouzit tzv. kratkodobou Fourierovu transformaci (STFT), coz je

operace totozna s DFT, ale provedena na vstupni sekvenci postupné, tzv. klouzavym oknem.
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5. Metody vyhledavani tandemovych repetic

Objev tandemovych repetic, jejich biologicky potencial, jejich vliv na vznik a vyvoj
fady zavaznych onemocnéni vyzaduje vyvinout dostatecné vhodny a sensitivni algoritmus,
ktery bude schopny tyto repetice rychle a v€as odhalit. AZ poté mize nasledovat zpracovani
a vyhodnoceni vysledkt, takze bez kvalitniho algoritmu nemohou vznikat kvalitni

zavery.[2][8]

Samoziejmé jiz existuje velké mnozstvi algoritmi, které tandemové repetice
vyhledavaji, ovSem casto se u nich vyskytuji jistd omezeni. Navic v celém genomu stéle
probihaji mutace, coz v podstaté zarucuje, ze sekvence, ktera je vyhledavana, bude astecné
zmutovana (nejcastéji bodové mutace). To je dalsi fakt, ktery nepftispiva k jednoduchosti

feSeni vyhledavani tandemovych repetic.[5][8]

Jednoduse feceno, vyhledavac repetic je program skladajici se ze tfi hlavnich ¢asti:
detekcni cCast, filtraéni ¢ast a vystup. Samotnym ,srdcem® vyhledavace je prvni Cast:
detekcni jednotka. Ta udava, jak dlouho bude vypocet trvat, jaké na néj jsou kladeny naroky
a celkovou vhodnost pouziti. Algoritmus zalozeny na urcitych kritériich (heuristicky,
statisticky, nebo pocitajici pomoci skorovacich matic) detekuje vzory (motivy repetice, nebo
repetice celé), tak jak je pii vstupu specifikuje uzivatel. Vystup tohoto procesu, sekvence,
ktera je mozna repetitivni musi dale podstoupit filtraci, aby byly odstranény rizné

nadbyteCnosti. V tomto procesu se pristupné vyhledavace nejvice li8i.[2][5]

Z pohledu uzivatele jsou jesté pred vyhledavanim dualezité dvé otazky: zaprvé jestli
hledani bude specifické, nebo nespecifické (to zalezi na povaze hledané repetice), zadruhé

jaké typy repetic budou vyhledavany (shodné, neshodné, preruSované, komplexni).[1][5][8]

Tabulka 2: Typy repetic u mikrosatelita

Definice repetice Vlastnosti Priklad
Shodné 100% shodné kopie (A)n, (ACT)n
Neshodné Dochazi k substitucim (AC)HAT(AC)m
PreruSované Dochazi k substitucim, (AT)nCGAG(AT)m
inzercim, delecim
(preruseni)
Komplexni Objevuje se vice motivl, | (ACG)ZT(TC)m,
periody opakovani, ATcgc | ATgcc | ATccc | ATcgg...
substituce
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Nejjednodussi metodou vyhledavani tandemovych repetic se mize zdat pfimé
vyhledavani v sekvenci. Metody zalozené na vyhledavani z fetézce znakl jsou nejCastéji
zalozeny na lokalnim zarovnavani né&jakych dfive vytipovanych sekvenci. Ty jsou
vytipovany podle né&jakého modelu, nejCastéji pravdépodobnostniho. Pro vyuziti
matematickych znalosti je spiSe vyuzivano numericky reprezentované DNA [1]

Na internetu je volné pfistupné mnozstvi vyhledavaca tandemovych repetic nebo
obecngji programi na mapovani nukleotidovych sekvenci. Nekteré se zakladaji na
jednoduchém zarovnani sekvenci a nejsou pfili§ sofistikované a ,,odolné“ vii¢i bodovym
mutacim v genomu, které ztézuji vyhledavani. Jiné jsou oproti tomu zalozené na velice
sofistikovanych metodach vyhledavani, bud ze sekvence znak, nebo jinak reprezentované
DNA. Ne¢které pracuji piimo se sekvenci, jiné pracuji s pravdépodobnostnimi modely

vyskytu riznych repetic.
5.1 Tandem Repeats Finder (TRF)

Tandem Repats Finder je zaloZzeny na pravdépodobnostnim modelu tandemovych
repetic. Modeluje zarovnani a hodnoceni dvou tandemovych kopii vzoru délky n pomoci
sekvence
n-nezavislych Bernoulliho pokusii (hod( minci — ,hlava nebo orel”). Pravdépodobnost
uspéchu, pm vyjadiuje primérnou shodu mezi jednotlivymi kopiemi. Kazda ,, Alava*“
v Bernoulliho sekvenci znac¢i shodu mezi nukleotidy, zatimco kazdy ,,orel” znaci neshodu,

nebo mutaci. Pravdépodobnost p; ukazuje stfedni hodnotu inserci a deleci mezi kopiemi.

Program se sklada ze dvou hlavnich komponent, detekéni a analyzacni. Detekéni
komponenta se zaklada na pravdépodobnosti, ze dvé prilehlé kopie budou obsahovat alespori
néjaké shodné znaky na odpovidajicich mistech. Tahle cast se zaklada na

pravdépodobnostech p, a pi.

Algoritmus vyhledava shodné nukleotidy oddélené béznou vzdalenosti d, ktera neni
pfedem urcena. Pro nejlepsi vykon je vybrana sekvence, ve které se nachazi k opakovani
(tzv. k-tuple, Cesky: k-tice). K-tice je okno o k za sebou jdoucich znakl z nukleotidové
sekvence. Pravé kvuli vybrané k-tici neni tedy mozné odhalit v§echny shodné nukleotidy

sekvence, ale pouze k.

Zakladni princip detekce je zobrazen na obrazku (Obrazek 8). Pokud S je
nukleotidova sekvence, pak je vybrano malé celé Cislo (k = 5 napt.) a vytvoti se banka vSech
moznych fetézcl délky k (v genetickém kodu je 4% moznosti sekvenci), které se nazyvaji
vyhledavace. Projizdénim okna po sekvenci je detekovan vyhledava¢ na kazdé pozici i
v sekvenci S. Pro kazdy jednotlivy vyhledava¢ p vzaty z banky je vytvorena historie H)
pozic, ve kterych se p nachazi.
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Vzdy kdyz je pozice i pfidana do Hp, jsou v H, vyhledavany vSechny pfedchozi
vyskyty p. Pokud se jedna ze sekvenci p diive vyskytla na misté j, pak vzdalenost d =i —j
je mozna velikost vzoru repetice. Seznam distanci Dy obsahuje pozice i a zaroven jejich

celkovou sumu.

Statistické vyhodnoceni je zalozeno na Bernoulliho sekvencich, korespondujicich se
shodami detekovanymi a uschovanymi v seznamu distanci. Zalezi na délce repetice,
pravdépodobnosti shody pn, pravdépodobnosti neshody p; a k. Poté musi sekvence obstat

v nekolika dalSich testech kritérii, nez je odeslana do analyza¢ni komponenty.

Analyza¢ni komponenta oznaci za tandemovou repetici takovou sekvenci, ktera je
vytvotena z j+1...i pozic nukleotidové sekvence a zarovnana ve svém okoli vice nez dvakrat

za sebou.[2]

Probes: AfAAS ACGCT .. TITTI
;
Historr List:

7 Indices of
k-taple
oEoIIrENCE

Jn

o Passible tandem repeats:
i-f1=41
d1 41

_________________

____________________

Obrazek 8: Schéma detekce tandemovych repetic programem TRF[2]
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5.2 IMEXx: Imperfect Microsatellite Extractor

IMEx vyuziva k detekci tandemovych repetic pfistup s klouzavym oknem. Jedna se
o algoritmus slozeny ze dvou oddélenych ¢asti, a to:

o Identifikace urcité oblasti, kde se nachazi perfektni tandemové repetice,
e Prodluzovani téchto usekt na obé dvé strany, dokud jsou vSechna kritéria pro

pokracovani tandemové repetice splnéna.

Témito kritérii je zaprvé urcité Cislo k, které urcuje pocet nedokonalosti v repeticnim
motivu a které nesmi presahnout urcity prah. Zadruhé se jedna o procentudlni vyjadieni

celkovych neshod, podle vzorce

polet mutaci v pozorované sekvenci

tualni odlisSnost =
procriuatnl oaisnos celkovy pocet bazi v dokonalé sekvenci 3)

Hodnota k£ muze byt uzivatelem nastavena na jakékoliv celé Cislo, mezi 0 a m, kde m

vyjadiuje délku repeticniho motivu.

Blokové schéma (Chyba! Nenalezen zdroj odkazu.) ukazuje, jak program funguje.
IMEx postupné projizdi fetézec znakl a vyhledava centra, kde se nachazi idealni tandemové
repetice. Zacina s nejdelsi moznou délkou motivu, v tomto programu jsou to hexanukleotidy
a pokracuje az k mononukleotidovym sekvencim. Pokud nenajde na zadné pozici i
v sekvenci S repetice hexanukleotidi, vrati se a hleda pentanukleotidy, jinak feCeno m = m
— 1. Redundantni repetice automaticky vyfazuje. Tedy napfiklad sekvenci
(ACCCGTACCCGT) oznaci jako repetici (ACCCGT): a vnitini, redundantni repetice C jiz
ignoruje. Zaroven také dochazi k uchovéani dat o bodovych mutacich a dochazi ke
vzajemnému zarovnani vyznacené tandemové repetice a jejiho idealniho protéjsku.
V posledni fadé dochazi k uchovani detailti jako repeticni jednotka, pocCet iteraci, délka
repetice, procenta nedokonalosti, skladba nukleotidii a zafazeni do kodujici nebo nekodujici
oblasti.[15]

5.3 Phobos

Phobos je program vhodny pro vyhledavani tandemovych repetic v DNA sekvencich
jakékoliv velikosti, vCetné celych genomul. Dokaze detekovat jak pfesné repetice, tak
nedokonalé. Umi detekovat repetice o velikosti repeti¢niho motivu od 1 bp az do nékolika
tisic part bazi. M¢l by si umét poradit i s bodovymi mutacemi jako indely a bodovymi
mutacemi. Dale je také schopny detekovat piekryvajici se repetice a sub-satelity (vnorené

repetice).

Na kazdé pozici v sekvenci za¢ne Phobos hledat vhodné misto pro vyskyt tandemové

repetice porovnavanim okoli. Diky tomu nemusi byt pfitomna zadna knihovna moznych
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repetic. Kdyz je misto vybrano jako vhodné, pak se repetice zacne rozsifovat do obou smért,
a to tak daleko jak je to jen mozné. Phobos také stale prohledava jiz nalezené repetice pro
jinou délku repeticniho motivu, ¢imz umoziuje vyhledat jiz zminéné sub-satelity. Naptiklad
pii nalezeni sekvence (ATATAG)o0 ji nejprve oznaci jako nedokonalou repetici motivu

(AT), ovSem pii dal§im postupu ji oznaci také jako dokonalou repetici hexanukleotidu.

Pro najiti vhodného motivu repetice dochazi k zarovnavani kratkych usekt mezi
sebou a hledani optimalniho skore. Kazda shoda v urc¢itém zarovnani ma hodnotu 1, neshoda
dostane hodnotu pfidélenou uzivatelem. Tyto hodnoty se ukladaji a hleda se nevyssi pro
zacatek rozSifovani repetice. Pfi nalezeni prekryvajicich se sekvenci dostane prednost

zarovnani s vyssim skore.

Pro vyhledavani dokonalych repetic nejsou dovoleny zadné mezery nebo neshody,
na rozdil od hledani nedokonalych repetic. Pro oznaceni repetice za nalezenou musi prah

skore prekrocit predem uréenou prahovou hodnotu.

Pro zjednoduseni vyhledavani Phobos na rozdil od dvou ostatnich vyhledavaca
dovoluje nastaveni vysokého mnozstvi jak vstupnich, tak vystupnich dat. Muze se volit mezi
metodami vyhledavani pouze dokonalych nebo i nedokonalych repetic. D4 se nastavit presné
rozmezi vyhledavani v sekvenci a také rozsah hledanych repeti¢nich jednotek. Samoziejme
dovoluje libovolné nastaveni skorovani a vlastnosti satelitu, aby byl spravné oznacen za
repetici (minimalni délka satelitu, minimalni skore, minimalni a maximalni procento shody).
Na rozdil TRF a IMEx je Phobos pouze ke stazeni a proto jsou jeho vystupy ukladany jako
textovy soubor a ne jako tabulka. [10]

5.4 Umélé testovaci sekvence

Pro vytvoreni umélych testovacich sekvenci bylo pouzito programovaci prostiedi
MATLAB. Tvorba probih4 jednoduse diky bioinformatickému toolboxu. Nejprve je vybran
vhodny motiv podle riiznych typu repetic vyskytujicich se u mikrosatelitd (viz. Tabulka 2).
Ten je libovolnym mnozstvim kopirovan za sebe pitikazem repmat, ¢imz vznikne vektor
znakl, ktery vyjadifuje satelit. Pomoci funkce randi, ktera vybere urCity pocet Cisel
v zadaném rozmezi, se vytvoii pozice inzerci, deleci a substituci. Na téchto pozicich pak
dojde v cyklu for k bodové mutaci. Vznikly satelit je pak vlozen mezi ndhodné sekvence o
libovolné délce, vzniklé prikazem randseq. Nakonec je vytvofen soubor s koncovkou
FASTA, ve kterém se nachazi typicky prvni fadek zacinajici znakem ,>“ a nadpisem. Od
druhého radku az do konce textového souboru je pak vlozena samotna sekvence. Nasledujici

tabulka shrnuje vlastnosti uméle vytvorenych sekvenci.
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Tabulka 3: Vlastnosti uméle vytvorenych sekvenci pro testovani

Soubor | Celkova | Repeti¢ni Pozice Pocet Pocet Pocet
[*.fasta] délka motiv sateliti | opakovani | indeli | substituci
sekvence
TEST1 2734 ACGT [101:629] 132 0 0
ACGT [1129:1657] | 132 0 0
ACGT [2157:2685] | 132 0 0
TEST2 2452 CGAGAT | [351:1068] | 118 26 30
CGGA [1447:2302] | 215 20 12
TEST3 4855 (CT)sA [1334:2386] | 96 20 22
(CT)sA [3075:4105] | 96 85 46
TEST4 7574 CCTGA | [1251:2506] | 256 110 75
CCTGA | [3172:4428] | 256 225 80
CCTGA | [5276:6581] | 256 325 150

5.4.1 Testovani sekvence TEST1.fasta

V testovani této zakladni sekvence obstavaji vSechny tfi programy na 100 %. VSem

se dafi presné urcit repeticni jednotku, zacatek repetice, poCet opakovani a repetici spravné

ukoncit. Tato sekvence je naprosto zakladni a vSechny programy by ji méli jednoduse a

perfektné odhalit, pokud slibuji nachdzeni tandemovych repetic u realnych sekvenci.

5.4.2 Testovani sekvence TEST2.fasta

V této sekvenci se vyskytuji dva satelity. Jeden vice mutovany (CGAGAT), druhy

méné (CGGA). Na téchto lehce zmutovanych sekvencich je vidét opravdova funkcnost

programu.

34



TRF

V tomto piipade si Tandem Repeats Finder vyborné€ poradi s urCenim obou satelitti a

jejich presnych poloh.
Sequence: TESTZ 2 repetice mutované|TEST2
Parameters: 2 7 7 8@ 18 58 500
Length: 2452
Tables: 1
This is table 1 of 1

Click on indices to view alignment

Table Explanation

( 2 repeats found )

: Period Copy |Consensus| Percent | Percent : : Entropy
e She | Nanber | S0 | M | s b PO LA LS PO L B ey
351--1068 & 118.0 6 g8 3 1061 P e L e 1.92
1447--2302 4 2150 4 93 4 1493 A S p e . 0 155

Obrazek 9: Vystup vyhledavani pro soubor TEST2.fasta programu TRF

IMEx

V programu IMEXx se jiz bohuzel nedafi nalézt prvni vice mutovanou sekvenci. Pfi

razném nastaveni parametra je schopny vyhledat pouze druhy satelit. Prvni satelit rozdéluje

na nekolik samotnych, alespori se spravnym urCenim repetiéniho motivu (pfestoze je

posunuty) a zacatku prvni repetice.

N T T T T N |
1 GAGATC 5] 27 163 430 592
2 GAGATC 6 26 155 626 780
3 GAGATC 5] 23 138 932 1069
4 CGGA 4 220 859 1447 2305

Obrazek 10: Vystup vyhledavani pro soubor TEST2.fasta programu IMEx

Phobos

Phobos dokazal na rozdil od programu IMEx rozeznat jak repeticni motiv, tak

zacatky a konce obou sateliti spravné.
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>TESTZ_2 repetice mutované|TEST2

sequence length: 2452

number of ACGTU characters: 2452
hexanucTleotide 351 : 1068 | 718 bp | 708 BP | 460 pt | 93,927 % | unit AGATCG

CGAGATCGAGATC GAGATC GAGATC GAGATC GAGAGC GAGATCCAGATCGTGATC GAGATC GAGATC GAGATGC GAG-TGGAGATC GAGATC GAGATCGAGATC

TEERRLERRRE e e e e e v v e e e vere b e
COAGATCGAGATC GAGATCGAGATC GAGATC GAGATCGAGATC GAGATCGAGATC GAGATC GAGATCGAGAT -CGAGATCGAGATCGAGATCGAGATCGAGATC
tetranucleotide 1447 2302 | 856 bp | 8a0 BP | 702 pt | 96.860 % | unit ACGG

CORACGGACGGAC GLACGLAC GLAC GLACGLAC GLACGLAC GLGACGLACGLAC G- ACGLAC GLAC GLACGLAC GLGACGLAC GLGAC GLACGLGAC GLACGLACGG

TEREEEEE e e e e e e e et e e e e e e rerireatd
CGGACGGACGGAC GGACGLGACGGACGGACGGAC GGACGGAC GGACGGACGGACGGACGGAC GGAC GGACGGAC GGACGGACGGAC GGACGG-ACGGACGGACGG
# analysis of sequence "TEST2_2 repetice mutované|TEST2" completed.

## Finished successfully. ##

Obrazek 11: Vystup vyhledavani pro soubor TEST2.fasta programu IMEx
5.4.3 Testovani sekvence TEST3.fasta

Zamérem této sekvence je otestovat presnost programu pii rozliSovani delSich
repetiCnich motivi a bodovych mutaci. Jedna o zkousku, zdali programy pfifadi adenin
z repetiniho motivu (CT)sA spravné do motivu nebo jestli ho budou brat za bodovou
mutaci. Pokud se to programu podafi, je v sekvenci skryty jesté druhy stejny satelit ovSem

jiz mnohem vice zmutovany. Jedna se o tzv. pferusovanou repetici.

TRF
; Period Copy [|Consensus| Percent | Percent ; ! : Entropv
Lndigs Size Nuuiﬁer Size Matches | Indels oot | & 2 . it (0—2};)‘
1332--2384 2 486.0 2 78 18 1016 9 44 0 44 141
1334-2386 11 96.1 11 93 3 1815 9 44 0 44 141
30724104 24 494 5 2 70 22 557 10 | 44 1 43 147
3079--4105 11 95.6 11 81 12 1198 10 | 44 1 43 147
3079--4105 75 134 79 5 19 780 10 | 44 1 43 147

Obrazek 12: Vystup vyhledavani pro soubor TEST3.fasta programu TRF

Z obrazku vysSe lze po lepsim prozkoumani hodnot zjistit fakt, ze program TRF
funguje uspokojive i pii tézsim ukolu. Na prvni pohled sice oznacil mnohem vice satelitd,
nez ocekavame, ovSem nalezl spravné motivy (CT)sA u obou satelitd. Zaroven vSak za
repetice oznacil 1 motiv (CT)s a vSechny molekuly adeninu za bodové mutace. U obou

satelitd spravné nalezl zacatky a konce repetic.

Jedinou zvlastnosti je posledni vyhledany satelit na misté 3079 az 4105 o délce 75
bp a motivu
(CTCTCTACTCTCTCTCTACTCTCTCTCTACTCCTCACTCTCTCTCTCTACTCTCTC
TCCCTCTACTCTCTCTCTACTCT). Je zvlastni, ze i tento motiv program oznacil vedle
obou spravné vyhledanych také.

IMEx

IMEx bohuzel nepodporuje vyhledavani repetic delSich, nez jsou hexanukleotidy,
proto by vysledky testovani byly naprosto nevypovidajici a nesmyslné. Proto byl program
z testu souboru TEST3 fasta vynechan.
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Phobos

Phobos nachéazi spravné pouze dva vlozené satelity s motivy (CT)sA. Ani pii
nastaveni hledani motivi az do délky 100 bp neoznacuje Phobos sekvenci, kterou TRF
oznacuje za repetici.

>TEST3_ dlouhy motiv mutované|TEST3
sequence length: 4855
number of ACGTU characters: 4855

11-nucleotide 1334 : 2386 | 1053 bp | 1057 BP | 844 pt | 96.689 % | unit ACTCTCTCTCT
CTCTCTCTCTAC-CTCTCTCTACTCTCTCTCTACTC - LlL|L|ACTL|L|L|L|AL|L|L|CTCTACTCTCTCTCTnCTCTCTCAcTACTCTCTCTCTACTACTC
CTCTCTACTC - CTCTCTACTCTCTCTCTACTCTCTCTCT.
PEEREERERREL trrreeeeer e 11115111111111111111111111111111111111111111111 FEEREEEreeneeerr
LEEEE reen e
CTCTCTCTCTACTC T T T TACTC T T T TAC T T T T TAC T T T T CTAC T TC T T TACTC T TCTCTACTC TCTCTC TACTCTCTCTCTACT-CTC
CTCTCTACTCTCTCTCTACTCTCTCTCTACTCTCTCTCTAC

11-nucleotide 3079 : 4105 | 1027 bp | 1052 BP | 429 pt | 89.924 % | unit ACTCTCTCTCT
CTCTCTAGTC T T T - ACTCTCTCT-TACTC T T T TG TC T T TATAC TC TCACCTCTACTCTCTCTCTAAC TC TC TCTCCTACTCTCTCTCTACTCTCTC
CTCTCTATCTCT(_ I(_ I(_ IACT(_ I(_ I (_ ICTA(_ TC I(_ ICTCTACTCTCTCTCT

i PEEREEE TREnnnr rhnnnrnrninnnenr v peeeeee e e eereet

1111111 11111111111111111111111111111111111111111113
CTCTCTACTC T T T TAC T T T T TAC T T T T TAC TC T TC T TAC T TC - TCTCTACTCTCTCTCTA-CTCTCTCTC -TACTCTCTCTCTACTCTCTC
CTCTCTA-CTCTCTCTCTACTCTCTCTCTACTCTCTCTCTACTCTCTCTCTA
# Analysis of sequence "TEST3_ dlouhy motiv mutované|TEST3" completed.
## Finished successfully. ##

Obrazek 13: Vystup vyhledavani pro soubor TEST3.fasta programu Phobos
5.4.4 Testovani sekvence TEST4.fasta

Sekvence je vytvorena pro zjiSténi maximalni rozliSovaci schopnosti vyhledavact a

nachazi se v ni tfi satelity. Prvni satelit je zmutovany z 15 %, druhy z 24 % a tteti z 36 %.

TRF

Prvni dvé méné mutované sekvence se jeste¢ dafi programu TRF nalézt naprosto
precizné. Z nejvice mutované sekvence nachazi pouze satelit z mista 6294 do 6570. Dale
podobné jako v testovani predeslého souboru oznacuje dvé repetice, jednu s motivem 61 bp,

druhou s 76 bp, které nejsou védome vlozeny do umélé sekvence.

5 Period Copy [|Consensus| Percent | Percent ; ; ; Entropv

Lhias Size Nun:lljga Soa | Meate i s L AL S L BT (0-25}
1251--2505 5 2558 v 85 10 1681 20 | 39 19 | 20 193
31744426 ) 2510 5 70 20 696 20 36 | 21 20 195
3256--3902 61 10.1 64 70 22 209 21 37 | 21 19 194
3731--3902 76 23 76 81 9 189 22 3722 18 194
62946570 5 546 5 79 9 276 21 37 19 | 20 1.94

Obrazek 14: Vystup vyhledavani pro soubor TEST4.fasta programu TRF

IMEx

Tento program bohuzel nezvlada ani v ramci moznosti vyhodnotit silné zmutované
sekvence. Pii zménach nastaveni se dostava pouze k vyhledani 29 raznych sateliti nahodné
rozmisténych po celé testované sekvenci.
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Phobos

Programu Phobos se dafi nalézt prvni satelit bez jakychkoliv neptfesnosti. Poté
oznacuje dva satelity s pentanukleotidy (ACCTG). Jeden na misté 3302 az 3865, druhy na
misté 4269 az 4426, ¢imz oznacuje méné nez 60 % umele vlozeného satelitu. Ze tretiho
satelitu nachazi pouze tusek 6411 az 6570, coz neni ani 20 % celkové délky.

=>TEST4_ hexanukleotid vysoce zmutovany|TEST4
sequence length: 7574
number of ACGTU characters: 7574
pentanucleotide 1255 : 2505 | 1251 hp | 1274 BP | 682 pt | 91.994 % | unit ACCTG
CTGACCTGACC TGACCTGACC TGACC TGACC T-ACCTGACC TGACCTGACC TGTCCTGACC —~GACC—GACC TGACCGGACC TGACC TGACC TGACCTGA
ACCTGACCTGACCTGACCTGACCTGACCTGACCTGAC TGACCTGACCTGACCT——CCTGAC TGACCTGAC TGACGCTTACCTAACCT-AC-TGACC
RN RN Rn Ny PERRERRPRRREE benperr vned renrere e beree e el
H]Hlll]il]llill]llllliHHHHHHI HHHHHHHH I H]ll]il] UL LD RER e 1 el
CTRACCTRACCTEACCTEACC TEACC TEACC TEACC TEACC TGACCTACC TRACCTGACC TGACCTGACC TGACCTGACC TGACCTGACC TGACC TGA!
ACCTGACCTGACCTGACC TGACC TGACC TGACC TGACC TGACCTGACC TGACCTGACC TGACC TGACC TGACC TGAC -CTGACC TGACCTGACC TGACC
pentanucleotide 3302 3865 | 564 bp | 568 BP | 67 pt | 84.507 % | unit ACCTG
ACCTGACCTGACCTGACC TTACCTGACC TGA-CTGACC TGACCCTGACC TGACC -GACCAGGTGAACTG-CC -GACAC TCACC TGGACGC -GACCTGAC
RN N e A I A N R N R NN
ACCTGACCTGACCTGACCTGACCTGACCTGACCTGACCTGA CCTGACCTGACCTGACC———TGACCTGACCTGAC CTGACCT-GAC-CTGACCTGAC
pentanucleotide 4269 4426 | 158 bp | 159 BP | 83 pt | 92.453 % | unit ACCTG
CTGACCTRACAT-ACCTGACCTRACCTGACC T - ACCTGACGTGACCGGECAT TGACCTGACC TGACCTGACCTTACCTGACCTRACCTGACCTGACCTG
TELEELERRE bbby renee b PR 00 0 PRl PR eernrnngl
TGACCTGAccTGAccTGAccTGAccTGACCTGACCTGACCTGACCTGACCT GACCTGACCTGACCTGACCTGACC TGACCTGACCTGACCTGACCTG.
pentanucleotide 6411 6570 | 160 bp | 160 BP | 95 pt | 93.750 % | unit ACCTG
CCTGACCTGACCTGACCTEACCTGTCCTGACC TGACC TGACCCGACC TGAAC TGACCTGACC TEACC TGACATGACCTGACCTGACCTGACC TGACCTG
TERRERRRR R bR e eenerr e v e ARt PR e e e e e R b e e e renrnngl
CCTRACCTGACCTGACC TGACCTGACCTGACC TGACC TGACCTGACC TGACC TRACC TGACC TRACCTGACC TCACCTCACCTRACCTGACCTGACCTG
# analysis of sequence "TEST4_ hexanukleotid vysoce zmutovany|TEST4" completed.
## Finished successfully. ##

Obrazek 15: Vystup vyhledavani pro soubor TEST4.fasta programu Phobos

Tabulka 4: Tabulka zhodnoceni programu pri testovani umélych sekvenci

TRF IMEx Phobos

TEST1 Spravné, okamzité | Spravné, okamzité | Spravné, okamzité
vyhledani. vyhledani. vyhledani.

TEST2 Spravné, okamzité | Jiz tady  Spatné | Spravné, okamzité
vyhledani. rozdeluje prvni | vyhledani.

satelit na  vice
samostatnych.

TEST3 Spravné vyhledani | Nerealné nesmyslné | Spravné, okamzité
umélych  satelitd, | vysledky, protoze | vyhledani.
nespravné oznaceni | nepodporuje
prerusovanych vyhledavani motiva
repetic za bodové | delSich nez 6 bp.
mutace

TEST4 Prvni dvé repetice | Vyhleda mnozstvi | Prvni satelit nachéazi
nachazi v poradku. | repetic, které nejsou | spravne, z druhého.
tfeti jiz rozdé€luje a | vytvoreny, opravdu | asi 60 %, ze tfetiho
identifikuje Spatn€. | vytvorené nenachazi | pouze 20%

38



5.5 Realna testovaci data

Pro testovani realnych byly vybrany tfi sekvence. Sekvence byly stazeny ve formatu

fasta prfes webovou stranku http://www.ncbi.nlm.nih.gov/. Nasledujici tabulka shrnuje

jejich vlastnosti.

Tabulka 5: Vlastnosti realnych testovacich dat

Soubor [*.fasta] | Popis Puvodce Délka Ocekavané
sekvence testované vysledky
sekvence
vrrA_b_anthracis | Protein Bacillus cereus | 747 bp Jediny satelit,
kodujici gen. biovar 12-nukleotid.
anthracis
HCHI2ATP Gen pro | Homo sapiens | 17 859 bp Razné
atropin, mnozstvi kopii
nachazejici se trinukleotidu
na CAG/CAA.
chromosomu
12.
PF3D7CH4 Cely Plasmodium 1204 112 bp Velké mnozstvi
chromosom 4. | falciparum repetic, jedna
3D7 se o0 zatézovy
test.

5.5.1 Testovani sekvence vrrA_b_anthracis.fasta

Sekvence vrrA (variable repeat region A, Cesky: usek variabilniho opakovani) u

Bacillus anthracis se vyznacuje satelitem s nékolikanasobnym opakovanim motivu
(CAATATCAACAA). Pocet opakovani se mezi jedinci lisi.

TRF

TRF v tomto ptipadé€ spravné nasel a oznacil jediny satelit.

: Period Copv |Consensus| Percent | Percent . ; ; Entropy
e St | Namber | Sia Ul Mt | mdete | Do 1 C L O L T Wiy
229--266 12 3.2 12 92 0 58 52 | 26 3 15 164

Obrazek 16: Vystup vyhledavani pro soubor vrrA_b_anthracis.fasta

programu TRF
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

IMEx

U programu IMEX je nejvétsi nevyhodou omezeni vyhledavani tandemovych repetic,
jejichz motiv je delsi nez Sest nukleotidi. Proto v tomto piipad€ program nenachazi hledanou

sekvenci, ale bohuzel ani zadnou preruSovanou sekvenci, kterd by se nachazela pobliz
hledané.

_sho | Consensus | Repswe | Mteratons | Tractsze | start | end |
1 CAGCAA & 2 12 208 219
2 AAACG 5 2 10 351 360
3 AATTT 5 2 10 418 427
4 AGAAAA & 3 18 643 60
5 CAAAAC 5] 2 12 725 736

Obrazek 17: Vystup vyhledavani pro soubor vrrA_b_anthracis.fasta
programu IMEx

Phobos

P1i nastaveni minimalniho skore zarovnani 5, nachazi Phobos hledanou tandemovou

repetici s motivem 12-nukleotidu. Oproti TRF ovSem nachézi i dalsi mikrosatelit.

>g1]301051741:4013814-4014560 Bacillus cereus biovar anthracis str. CI chromosome, complete genome
sequence length: 747
number of ACGTU characters: 747

12-nucleotide 229 266 | 38 bp | 38 BP | 16 pt | 94.737 % | unit AACAACAATATC
CAATATCGACAGCAATATCAACAACAATATCAACAAI

HEELEEE T 11111111111111111111111111
CAATATCAACAACAATATCAACAACAATATCAACAACA

hexanucleotide 641 661 | 21 bp | 22 BP | 11 pt | 95.455 % | unit AAAAAG
AAAA-AAAAMGAAAAAGAAAAS

FLEE TEEEETEREE TR e
AAAAGAAAAAGAAAAAGAAAAA

# Analysis of seguence "qi|301051741:4013814-4014560 Bacillus cereus biovar anthracis str. CI chromosome, ¢
## Finished successfully. ##

4

Obrazek 18: Vystup vyhledavani pro soubor vrrA_b_anthracis.fasta
programu IMEx

5.5.2 Testovani sekvence HCH12ATP.fasta

Jedna se o Cast lidského chromozomu 12, ve které se muze vyskytovat 7 az 13, nebo
49 az 75 kopii trinukleotidu CAG/CAA. Tato tandemova repetice je spojovana s vyskytem

neurodegenerativniho onemocnéni, tzv. dentatorubropallidoluisické atrofie.
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TRF

Diky jasnému a piehlednému usporadani vysledka do tabulky, je po chvili vidét, Ze

o¢ekavany trinukleotid, v tomto pripadé CAG, se nachazi v sekvenci na misté 12 255. Jeho

motiv se opakuje se 19.7x. Posledni misto repetice by mélo byt spiSe oznaceno jako bodova

mutace, a motiv by se tedy opakoval dvacetkrat.

: Period Copy |Consensus| Percent | Percent : ; : Entropy

s Size Nunft?er e pppne Lpge i Seere fa | € G LT (0-25'
639--680 2 21.0 2 90 0 66 0 4 500 45 1.23
2498--2536 20 2.0 20 84 0 51 15 | 48 7 28 1572
3214--3243 15 2.1 15 93 6 53 0 63 13| 23 1.29
3583--3634 18 2.9 18 91 2 79 0 32 | 67 ] 0.91
6339--6373 4 85 4 93 6 61 7 0 0 22 0.78
7573--7599 1 27.0 1 100 0 54 100 0 0 0 0.00
6948--7597 320 2.1 320 85 7 900 34 21 27 17 1.96
12255 3 19.7 3 92 0 100 37 | 33 | 28 0 1.58
125 15 1.9 15 100 0 58 10 | 48 0 41 1.37
13 18 2.4 18 88 0 61 31 20 | 47 0 1.50
135 18 21 18 94 0 65 29 124 |45 0 1.53

Obrazek 19: Vystup vyhledavani pro soubor HCH12ATP.fasta programu TRF

IMEx

Program IMEx v tomto piipadé oznacuje 58 raznych mikrosateliti. Nachazi i

ocekavanou repetici od mista 12 246 v poctu 24 iteraci, tedy o pét iteraci vice, nez nalezl

TRF.
39 CAGCAA 6 4 24 12255 12278
40 CAG 3 24 72 12246 12317
41 TETTHCC 6 2 12 12510 12521
Obrazek 20: Vystup vyhledavani pro soubor HCH12ATP.fasta programu
IMEx
Phobos

Tento program nachazi totozny vysledek s TRF, tedy 19,7 nasobek opakovani
trinukleotidu ACG od mista 12 255. Bohuzel vyhodnoceni této sekvence zabira nékolik

minut navic oproti ostatnim programum, které ji vyhodnotily za méné nez jednu vtefinu.

Dale na rozdil od ostatnich programti nachazi nékolik dalSich desitek sekvenci.
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hexanucleotide 12240 12253 |
CATCACCATCACCA
LLLEEETETTTT
CATCACCATCACCA

trinucleotide 12255 12313 |

14 bp |

59 bp

14 BP |

| 59 BP |

CAGCAACAGCAACAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGC AGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA
PEEEE TRREE PRRRRRere e e el
CAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA

trinucleotide
CCTCCTCCT
FILTTTTT
CCTCCTCCT

12333

12341 |

9 bp

| 9 BP |

46 pt

6 pt

| 100.000 % | unit ACCATC

| 96.610 % | unit AGC

| 100.000 % | unit AGG

Obrazek 21: Vystup vyhledavani pro soubor HCH12ATP.fasta programu
Phobos

5.5.3 Testovani sekvence PF3D7CH4.fasta

Sekvence s nékolika stovkami tandemovych repetic slouzi jako zatézovy test.

Celkova délka 1,2 Mbp zkousi, zda jsou programy 1 pii veétSim mnozstvi vstupnich dat

schopné dosahovat srozumitelnych vysledka. Presnéjsi srovnani vyhodnocenych dat vSemi

programy je v podstaté nemozné. Vystupem vSech programu je nalezeni nékolika tisic

tandemovych repetic. U TRF jsou nalezeny asi 4000, u IMEx dokonce 7963. DalSim velkym

rozdilem je ¢as vyhodnoceni, ktery u TRF ¢ini méné nez minutu u IMEx vysledky pfipravuje

asi 10 minut a Phobos se k vysledkiim dostava po necelych 4 hodinach.

Tabulka 6: Tabulka zhodnoceni programu pri testovani realnych dat

tandemové repetice.

TRF IMEx Phobos
vrrA_b_anthracis | Spravné, okamzité | Nenachazi nami | Spravné, okamzité

vyhledani hledanou sekvenci. | vyhledani

ocekavané (>15s) ocekavané

tandemové repetice.
(>15s)

(>15)

HCHI12ATP Nachazi hledanou | Nachdzi hledanou | Nachazi hledanou
repetici a nékolik | repetici ve vét§im | repetici a nekolik
dalgich. (>1 s) rozsahu nez ostatni | dalSich. (>1 s)

vyhledavace.
(2:36 min)

PF3D7CH4 Za Cas krat$i nez 1 | Béhem cca 10 minut | Po  necelych 4
minuta, nachazi | nachazi  necelych | hodinach  nachézi
pfiblizné 4000 | 8000 repetic. vice nez 15 tisic
mikrosatelitd. (cca 10 min) repetic.

(<1 min) (cca 4 hodiny)
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5.5.4 Zhodnoceni testovani verejné dostupnych vyhledavacu

Pfi postupném testovani jak uméle vytvorenych sekvenci, tak realnych dat se ukazuji

jednotlivé vyhody a nevyhody programu.

Program IMEx se po otestovani na zadanych sekvencich jevi jako nejméné
konkurence schopny. Jeho omezeni spociva hlavné v jeho algoritmu, ktery nebyl schopny
vyhledat motivy repetic del§i nez Sest nukleotidd. Pfi vyhledavani kratSich motiva
vyhledaval dostatecné. Bohuzel zacal velice brzy rozdélovat repetice, u kterych se vyskytuje
vétsi mnozstvi bodovych mutaci. Pti hledani repetic v testovacich sekvencich ve vét§iné
pfipad bohuzel selhal. Dostate¢né si poradil se zatézovym testem a v testovani sekvence
HCHI12ATP.fasta oznacuje hledanou repetici jako del$i, nez ostatni dva programy. Program
je tedy vhodny pro vyhledavani spiSe nemutovanych repetic s motivem o rozsahu 1 az 6
nukleotidi.

Program TRF je svym pravdépodobnostnim algoritmem velice slozity, ovSem
v testovani obstal vyborné. V testu umeélych sekvenci obstal naprosto dostatecné. Jeden
z horsich vysledki se objevil pfi testovani sekvence TEST3.fasta, kdy program spravné
oznacil preruSovanou repetici (CT)sA jako samostatnou repetici, ale také ji oznacil za
repetici s motivem CT, a kazdy adenin oznacil za bodovou mutaci. Ve vysledcich programu
TRF se casto objevuji velice dlouhé motivy (vice nez 100 bp), s méné nez dvéma
opakovanimi, které ostatni programy neoznacuji za repetice. V testovani realnych sekvenci
také obstal velice dobre, a to zejména pii zatézovém testu sekvence o délce 1,2 Mbp, kterou
zvladl vyhodnotit za méné nez jednu minutu. Celkove v testu obstal TRF vyborné. Program
je vhodny pro vyhledavani v neznamych sekvencich, diky piehlednosti vysledkt se v nich

da dobfe orientovat.

Program Phobos si vedl v testovani umélych sekvenci pravdépodobné nejlépe,
problém zacaly dé€lat vice zmutované sekvence, coz je vidét na testu souboru TEST4 fasta,
kde ze tfi sekvenci nalezl spravné pouze jednu. Z dalSich dvou jiz nalezl bohuzel jen ¢asti.
U posledni vytvorené tandemové repetice oznacil pouze 20 % za repetici, jeji zbytek
nenalezl. Pfi vyhledavani tandemovych repetic v realnych sekvencich se osveéd¢il dobfe. Na
rozdil od obou predchozich programi je jeho algoritmus mnohem vice vypocetné narocny,
a tak jiz pt1 testovani sekvence o 17 kbp trvalo vyhledavani vice nez 2 minuty. Pfi zatézovém
testu trvalo vyhledavani tandemovych repetic necelé¢ 4 hodiny. Program Phobos dopadl
podobné jako TRF. Obstal dobie ve vSech testech, jednou z nevyhod je jeho vypocetni
narocnost. Dalsi nevyhodou je vystup v podobé textu, ktery je mnohem méné piehledny,

zvlasté na prvni pohled, nez vystupy programti IMEx a TRF.
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6. Struktura vlastniho programu

Program pro vyhledavani tandemovych repetic je zalozen na prevedeni testované
sekvence do vhodného numerického formatu, nasledné Fourierove transformaci ziskaného
signalu a jeho spektralni analyze. Pro lepsi prehled a jednodussi predstavu funkcnosti
programu je dale uvedeno obecné blokové schéma programu.

Urceni zakladnich Prevod do Wykresleni spektra
parametrl = Macteni sekvence. — binarni P STFT S =P
wyhledavani. indrniho formatu. a prahovani.

Zobrazeni a Upfesnéni motivu UrEeni poméru Dhra_nién?ni V‘g’rtfér fre}w?nc_f 5
uloZeni vjsledid e wybranou =— nuklegtiddv e repetitivnich 1 wyZnamnymi
’ metodou. mativu. Usekd. repeticemi.

Obrazek 22: Postupné blokové schéma programu

Po urCeni zakladnich parametra vyhledavani, které budou vysvétleny posléze a po
nacteni sekvence ze souboru ve formatu FASTA se program dostava k prevodu sekvence do
binarniho formatu, ktery je podrobné popsany v kapitole 3. Timto pfevodem je vytvorena
matice o 4 fadcich, kde jednotlivé fadky reprezentuji jednotlivé nukleotidy, a N sloupcich,
kde N znac¢i celkovou, délku sekvence. V tuhle chvili je jiz mozné na numericky
reprezentovanou sekvenci pouzit matematické operace, které nejsou na sekvenci znakd

aplikovatelné jako je STFT.

Po provedeni Fourierovy transformace s klouzavym oknem pro kazdou ze Ctyf
numerickych sekvenci jsou vystupem Ctyfi spektra, kazdé pro jednotlivy nukleotid. Pro zisk
celkového spektra a zvysSeni jeho vypoveédni hodnoty je vypocteno vykonové spektrum.

Sy = |At) |2+ [ck) |2+ [Glh) |2+ | T(k) |2 6)

Jkde A, C, G a T reprezentuji vektory spektralnich koeficienti nukleotidy adenin, cytosin,

guanin a tymin.

Nasledujici obrazek (Obrazek 23) reprezentuje spektrum pro adenin v sekvenci
TEST1.fasta v repetitivni oblasti, kde se opakuje motiv ACGT o délce 16 bp a adenin se
tedy opakuje s frekvenci Y. Na této frekvenci je také jasné zfetelny pik. Toto spektrum
vznikne v kazdém cyklu programu a je vlozeno do spektrogramu, ktery miize byt zobrazen.
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Obrazek 23: Spektrum pro adenin

Po vypoctu vykonového spektra z vystupu STFT jsou tyto hodnoty vlozeny do
spektrogramu, ve kterém se zvyrazni iseky s vyssi maximalni hodnotou amplitudy spektra,
tedy useky, v nichz je jista periodicita vstupniho signalu.

Dale jiz program pracuje se spektrogramem, presnéji s jeho jednotlivymi fadky, ve
kterych vybira hodnoty, které jsou vyssi nez uréeny prah. Pozice téchto hodnot ulozi, a
pokud je mezi nimi vétSi mezery, neZ stanovena hodnota maximalni mezera, oznaci
hodnotu pred mezerou jako konec jedné repetice a pozici za mezerou jako zaCatek dalsi
repetitivni sekvence. Prvni nadprahova hodnota je zaroven zacatkem prvni tandemové
repetice a posledni hodnota je koncem posledni tandemové repetice. Timto postupem tedy
program najde zacatek a konec repetitivni oblasti, ktery ulozi. Délka motivu repetice je také
urcena ze spektra a to z hodnot y osy, které odpovidaji frekvenci opakovani. Tedy pokud se

motiv opakuje po kazdém tietim vzorku, pak je jeho odhadnuta délka 3.

Dale algoritmus najde stfed této repetitivni oblasti, a pomoci DFT ur¢i spektrum pro
vSechny nukleotidy a z velikosti amplitudy jednotlivych spekter uréi pomér jednotlivych
nukleotidi v motivu repetice. Napt. pro motiv ATCT bude maximalni amplituda spektra
adeninu v Y4, cytosinu také v Y4, amplituda guaninu bude blizka nule na vSech frekvencich a
hodnota amplitudy spektra T bude nejvyssi v ¥z a zaroveni bude pfiblizné dvojnasobna oproti
maximalnim hodnotam spekter adeninu a cytosinu. Tyto dil¢i informace daji dohromady
veelku presny odhad poméru nukleotidd v motivu. OvSem piesnou pozici jednotlivych
nukleotidii v motivu neni jisty, pfesto pomoci tohoto poméru vyrazné€ zuzime moznosti pro
odhaleni ptesného motivu. Pro motiv o délce i nukleotidii existuje 4° moznych zarovnani.
Pokud je pomér nukleotidd v tomto motivu [A:C:G:T] [0:2:0:1], pak existuji pouze 3

moznosti, jak motiv realné vypada. Poté je tedy mnohem jednodussi motiv presné urcit.
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Vystupem celého programu je usporadand tabulka vSech vyhledanych repetic,
s oznaCenim jejich zacatkl a koncu, urenou délkou repetitivni oblasti, ur¢enou délkou
motivu, po¢tem opakovani motivu a v posledni fadé pomérem jednotlivych nukleotida

v motivu.
6.1 Realizace algoritmu

Metoda vyhledavani tandemovych repetic v sekvencich DNA byla feSena
v programovém prostiedi Matlab verze R2014a s pouzitim Bioinformatics_Toobox a
Signal_Processing_Toolbox.
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Obrazek 24: Blokové schéma navrhnutého algoritmu
6.1.1 Funkce pro vypocet Fourierovy transformace

Skript ftrans.m obsahuje funkci pro vypocet Fourierovy transformace, coz je zaklad
celého navrhnutého algoritmu. Tato funkce je volana v nékolika sekcich a proto je vhodné
ji popsat. Vstupni hodnotou je sekvence prevedend do binarniho forméatu, vystupem je

spektrum vstupni sekvence.
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Funkce nejprve urci pocet vzorkt vstupni sekvence N. Dale se vytvorii sekvence nul
SEK pro vlozeni vypocitanych hodnot spektra. V cyklu poté provadi samotnou FT podle
vzorce 4. Pocita se N/2 spektralnich koeficientd. Poslednim krokem je vypocet absolutni
hodnoty vysledku, protoze vystupem FT jsou cisla s komplexnim pfirustkem, ale

informativni je pro nas pouze realna ¢ast.
6.1.2 Funkce pro prevod DNA do binarnich vektoru

Prestoze je prevedeni sekvence do binarniho formatu naprosto trivialni zalezitosti, je
prevod sekvence do vhodného numerického formatu naprosto zasadnim predpokladem pro

pouziti Fourierovy transformace na analyzu sekvence.

Ve funkci ntTObin nejprve dochazi k ujisténi, ze cela sekvence se sklada pouze
z velkych pismen funkci upper. Vystupni proménnou je vektor matice bin o ¢tyfech radcich
a stejné délce, jako je délka vstupni sekvence. Jednotlivé fadky reprezentuji jednotlivé
nukleotidy a plni se jedniC¢kami a nulami podle toho jaké pismeno se nachazi na vybrané
pozici. Pokud se ve vstupnim vektoru nachézi jiny znak nez A, C, G nebo T pak je na misté,

na kterém se nachazi ve vSech vektorech ulozena 0.

6.1.3 Funkce pro vytvoreni spektrogramu a analyzu repetitivnich

oblasti

Dale popisovana funkce Vyhledavac funguje samostatn€, nebo ji lze spustit
z jednoduchého uzivatelského prostredi pres funkci GUI. Pro samostatné funkcni skript je
ovSem nutné odkomentovat fadky 4 az 11 a 171 az 180.

Hlavni skript pro spusténi programu je Vyhledavac.m. Algoritmus vypoctu zacina
ucenim zakladnich parametrd pro vyhledavani. Nejprve se urcuje proménna delka okna,
ktera uréuje délku sekvence postupn& podstupujici FT. Cim deli je okno pro vypocet, tim
delsi je Cas vypoctu vysledku, protoze kazdy bod vystupniho spektra je ovlivnén vSemi
vstupnimi body. Pfesné je délka vypoctu FT zavisla na ¢tverci délky vstupniho fetézce. Dale
potfebujeme urcit krok, s jakym se bude klouzavé okno posouvat po sekvenci. Proménna
krok je pro pfesné ohraniCeni repetitivni oblasti nastavena na 1. Proménnd minrepl
urc¢uje minimalni délku repetice, minrepc pak minimalni pocet opakovani motivu. Tyto
hodnoty jsou v zakladu nastaveny na delka okna=50, minrepl=20 a

minrepc=10.

Po spusténi skriptu je uzivatel v command window vyzvan k vybéru metody
vyhledani repetic, tou je bud’ vybér vS§ech moznych tandemovych repetic, nebo je uzivateli
umoznéno vybrat ze spektra urcité frekvence, na kterych vyhledavat. Nastaveni proménné

maximalni mezera bude vysvétleno dale.
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\Y nésledujici sekci skriptu je nejprve nactend sekvence na konci doplnéna 0

nahodnou sekvenci o délce dvou oken pro FT, ¢imz je zaruc Vyhl dani repetic v celé

Kdyby nebylo zaveden opatfeni, pak Fourierova transformace neskonéi na

oslednim misté sekvence, ale na mist¢, kte vzdaleno o délku okna od konce sekvence.

Dﬁleiité jetaké urceni kone¢né hodno k N. Nasleduje pfevedeni feté€zce znakt funkci
tTObin do binarniho formatu a uloz d omeénné bin. Pro tuto promé robéhne

TFT (funkce ftrans) a postupné vSechna Vypoétené spektra vlozi do spektrogramu, ktery
uze uzivatel nechat zobrazit. Pro lepsi vizualizaci je kazdy Gsek vstupujici do funkce ftrans
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Pro ohraniceni repetitivnich oblasti ze spektra je zasadni vybér vhodnych hodnot ze

spektrogramu. Toho je dosahnuto ur€enim prahu, ktery byl experimentaln€ uréen jako

)

" Ktra — ( celkova suma spektra )
Pran Spertra =\ Jzlka okna * délka sekvence

protoze pii této hodnoté dosahuje nejlepsich vysledkt. Timto prahem projdou pouze
hodnoty vyssi nez 60 % maxima. Samoziejme neni obtizné ho zmeénit a tim citlivost
vyhledavani zvysit, nebo sniZit. Prahovane spektrum je proménna ktera obsahuje

pouze hodnoty presahujici urCeny prah nasobené 100krat pro zlepSeni jejich viditelnosti.

Program umi vyhodnotit bud’ tandemové repetice v celém spektrogramu, nebo pokud
uzivatel chce, mize sam vybrat fadek (frekvenci) z prahovaného spektrogramu. Pokud si
uzivatel zvoli vlastni urceni oblasti, otevie se okno s prahovanym spektrem, kde dvojklikem

vybere fadek, pro ktery se tandemové repetice vyhledaji a vyhodnoti.

Po vybéru metody v algoritmu nasleduje bud’ pro jediny fadek, nebo postupné pro
vSechny fadky spektrogramu oznaceni pozic nadprahovych hodnot do vektoru SEQ. Pokud
neni prvni hodnota této pozice nevyznamna kratka repetice ulozi se prvni hodnota vektoru
jako zacatek prvni repetice. Pokud se v sekvenci nachazi mezera mezi dvéma repeticemi
delsi nez je hodnota maximalni mezera, pak se stavajici hodnota SEQ ulozi jako konec
predeslé tandemové repetice a nasledujici hodnota SEQ se ulozi jako zaCatek nasledujici

repetice.

Pfi testovani vyhledavace se objevila tendence posouvat celé repetice o nékolik
hodnot zpét v sekvenci. Eliminace tohoto posunuti je jednoduSe dosazeno pfictenim
poloviny délky okna k wvyhledanym pozicim. Hodnota posunu byla stanovena
experimentalné postupnym zkoumanim a testovanim a porovnavanim se znamymi pozicemi

tandemovych repetic v testovacich sekvencich.

Urceni poméru nukleotidi v motivu vyhledané repetice probiha v dalsi sekci skriptu.
Délka motivu je urCena pomoci frekvence opakovani a je potfeba je urcit pro kazdy
prohledavany fadek spektra. Tyto hodnoty jsou uloZeny v proménné delka motivu.
Podélenim celkové délky tandemové repetice délkou motivu je uren pocet opakovani

motivu.

Pro ur€eni poméru nukleotidi v motivu repetice se vypocita DFT pro jednotlivé
ohranicené repetice. Ur¢i se maximalni hodnoty amplitudy jednotlivych spekter a je
vypocitan jejich pomeér, ktery samoziejmé nemusi presné€ odpovidat délce motivu, coz mize
byt zptisobeno kratkou repetitivni sekvenci, jejiz motiv je uréovan i z hodnot za jeji hranici,
nebo vysokou Cetnosti nahodnych mutaci ve vybraném tseku okolo stfedu repetice.
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Predposledni sekce tohoto skriptu se snazi presnéji urCit motivy jednotlivych

nalezenych repetic. Jednotlivé vytvorené funkce jsou popsany dale.

6.1.4 Funkce pro urceni motivu repetice pravdépodobnostnim

postupem

Jedna se o funkci pro upfesnéni moznych motivi nalezenych tandemovych repetic.
Vstupnimi hodnotami je jeden fadek matice poméru motivi mot, usek s vyhledanou

tandemovou repetici a délka motivu této repetice.

Vy‘wqrenl mnz_nehn Kontrola shody \'ytvofeni mozZnych VytvaFeni e
motivu z matice . . e . . Vybér jedinegnych
L —={ motivu s poméry ——= uspofadanych |——| neuspofadanych —s -
pomeru e I . . L mativu.
e nukelotida. kombinaci motivu_ permutaci motivu.
nukleotidd.
Wypis a uloZeni Zjisténi poctu
nepﬂce#_{)ra‘t se Jec_ln:utlhfych
opakujicich mativil v dseku
motivi. sekvence.

Obrazek 27: Blokové schéma funkce pmotivu

Funkce prochazi poméry nukleotidi a podle toho jaké Cislo se nachazi v pravé
vybraném sloupci, tolikrat se zopakuje a ulozi jako mozny motiv.

V matici pomérd muze dojit k nepfesnosti a to, ze poméry jednotlivych nukleotida
nebudou presné souhlasit s délkou motivu. Pokud je soucet jednotlivych ¢isel v poméru
vyS$$i, nez je urCena délka motivu, neni problém dale pokracovat, je-li soucet jednotlivych
Cisel v poméru niz§i nez predpokladana délka, mize byt poslednim znakem jakykoliv
nukleotid. Napftiklad pokud je pomér nukleotidi urcen jako [1:2:1:1] ale délka motivu je
urena jako 6 nevime, jaky nukleotid bude na Sestém misté. V tu chvili je potfebna

podminka, kterd na posledni misto motivu pfida postupné vSechny Ctyfi nukleotidy.

Nasleduje vytvoreni vSech moznych kombinaci z pomért nukleotida. Protoze v DNA
zalezi na presném poradi jednotlivych nukleotidi, nestaci pouze vytvofit usporadané
kombinace, ale v dal§im cyklu jsou vypocitany i vS§echny mozné permutace. Tim dostaneme
vSechny mozné sekvence nukleotidu, které by mohli byt hledanym motivem. Zde nastava
nevyhoda pravdépodobnostniho algoritmu a tou je velka vypocetni narocnost, nebot

moznych permutaci mize byt mnoho.

Pokud probéhne vypocet permutaci bez obtizi, posledni cyklus vypocita jednotlivé
délky opakovani vSech permutaci v Uiseku a ty motivy, které se opakuji nejvice krat urci jako

mozné.
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6.1.1 Funkce pro urceni motivu repetice ze sekvence znaku

Na rozdil od ptfedchozi funkce, tato nepracuje s pravdépodobnostmi, ale pifimo

s vlozenou vstupni sekvenci, ktera obsahuje tandemovou repetici.

Pomoci cyklu prochézi cely usek a uklada obsah posuvného okna o délce motivu do
proménné mot ivy. Pokud je délka motivu 3, pak postupné klouzavé okno projede sekvence
a ulozi vSechny jeho obsahy do matice, ze které nasledné vybere jen ty jedinecné, neboli

vymaze v§echny, které jsou v matici vicekrat.

V dalsim cyklu porovna pomér nukleotidd vSech nalezenych kratkych usekt
s pomérem motivu, ktery do této funkce vstupuje jako proménna. Jakykoliv fadek v matici
motivy, ktery nespliiuje vypocitany pomér je vymazan a tim je vybér zazen. Zde nastava
problém této metody. Tim je vySe zminéné vylouCeni motivi, které nemaji shodny pomeér

nukleotidi. Pokud je tedy pomér uren nepiesné, nelze urcit pfesny motiv touto metodou.

Pii spravném vyfazeni nechténych motivl, nasleduje podobné jako ve funkci
pmotivu vyhledani poctu opakovani jednotlivych motivii a ulozeni pouze téch, které se

opakuji nejcasteji.
6.1.2 Uzivatelska aplikace

Jednoduché uzivatelské prostfedi zjednoduSuje nastaveni vstupnich parametra a

zaroven zlepsuje prehled vysledkd.

V Priloha 2, je vidét vytvorené uzivatelské prostiedi. Vlevo je né€kolik editovacich
poli, ve kterych se daji jednoduse zménit dalezité vstupni hodnoty pro vypocet. Pod nimi je
tlaCitko Nastavit vychozi, pomoci kterého se vrati do editovacich poli pfednastavené
hodnoty. Pod timto tlacitkem je pole, ve kterém se voli jedna ze dvou moznych metod
vyhledavani (z celého spektra, nebo pouze na vybrané frekvenci). Vedle se nachézi dalsi
pole, ve kterém se vybira metoda urceni motivu. Pod t€mito poli se nachazi ctverec, ktery,

pokud je zaskrtnuty pii vypoctu piida k vysledku zobrazeni spektra.

Vysledky vyhledavani se vlozi do tabulky na stfedu uzivatelského rozhrani. Po
kliknuti na jakoukoliv hodnotu v tabulce, se vpravo vedle tabulky zobrazi v textovém poli
vSechny mozné ur¢ené motivy, té sekvence, na jejimz fadku je oznacené pole a pod tabulkou

se zobrazi ¢ast sekvence pro vizualni kontrolu motivu.

Po vypoctu se v dolni ¢asti zobrazi tlacitko pro ulozeni vysledku do formatu XLS a

pod tlacitkem pro spusténi vypoctu se zobrazi celkovy vypocetni Cas v sekundach.
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6.2 Vyhledavani tandemovych repetic pomoci navrhnutého algoritmu

Testovani algoritmu probiha s vychozimi hodnotami délka okna = 50, velikost kroku
Fourierovy transformace = 1, maximalni mezera = 80, minimalni délka repetice = 20 a
minimalni pocet opakovani motivu =10. Pro vyhledavani na testovacich sekvencich je
vyuzito oznaceni repetic pouze na vybranych frekvencich, pro redlna data je pouzito
vyhledavani v celém spektrogramu.

Testovani probiha na osobnim pocitaci s operacnim systémem Windows 7
Professional N Service Pack 1 s procesorem Intel® Core™ 17-2670QM CPU @ 2.2 GHz a
s 8 GB paméti RAM.

6.2.1 Sekvence TEST1.fasta

Zakladni test program plni bez problému a s odchylkou pouze dvou nukleotidi
vyznacuje vSechny tfi uméle vytvorené repetitivni sekvence. Tabulka 7 zobrazuje vysledky
poskytnuté programem. Tabulka 8 uvadi presny popis testované sekvence pro jednoduché
srovnani s dosazenymi vysledky.

Tabulka 7: Vysledek vyhledavani v sekvenci TEST1.fasta

Cislo Zacatek Konec Celkova Délka Pocet
repetice délka motivu opakovani
1 105 627 522 4 131
2 1129 1655 526 4 132
3 2157 5683 526 4 132
Tabulka 8: Presny popis sekvence TEST1.fasta
Soubor | Celkova | Repeti¢ni Pozice Pocet Pocet Pocet
[*.fasta] délka motiv satelitu opakovani | indela | substituci
sekvence
TEST1 2734 ACGT [101:629] 132 0
ACGT [1129:1657] | 132 0
ACGT [2157:2685] | 132 0
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6.2.2 Sekvence TEST2.fasta

Lehce mutované sekvence nejsou pro program problémem a vyhleda je spravné

s minimalni odchylkou. Nasledujici tabulky (Tabulka 9 a Tabulka 10) ukazuji dosazené

vysledky a presny popis testované sekvence.

Tabulka 9: Vysledek vyhledavani v sekvenci TEST2.fasta

Cislo Zacatek Konec Celkova Délka Pocet
repetice délka motivu opakovani
1 361 1062 701 6 117
2 1451 2302 851 4 213
Tabulka 10: Pfesny popis sekvence TEST2.fasta
Soubor | Celkova | Repeti¢ni Pozice Pocet Pocet Pocet
[*.fasta] délka motiv satelitu opakovani | indela | substituci
sekvence
TEST2 2452 CGAGAT | [351:1068] | 118 26 30
CGGA [1447:2302] | 215 20 12

6.2.3 Sekvence TEST3.fasta

V této testovaci sekvenci nastdva prvni problém vyhledavani pomoci Fourierovy

transformace. Opakovani adeninu v motivu (CT)sA je pro spektrum nevyznamné a program

nenachazi repetici s motivem 11 ale pouze 2. Kazdy jedenacty adenin je tedy bran jako

bodova mutace. Zacatek prvni repetice je oznacen az o 18 nukleotidli pozd€ji, druha repetice

je oznacCena naprosto presné. Nasledujici tabulky (Tabulka 11 a Tabulka 12Tabulka 9)

ukazuji dosazené vysledky a presny popis testované sekvence.

Tabulka 11: Vysledek vyhledavani v sekvenci TEST3.fasta
Cislo Zacatek Konec Celkova Délka Pocet
repetice délka motivu opakovani
1 1352 2387 1035 2 518
2 3075 4105 1030 2 515
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Tabulka 12: Presny popis sekvence TEST3.fasta

Soubor | Celkova | Repeti¢ni Pozice Pocet Pocet Pocet
[*.fasta] délka motiv satelitu opakovani | indela | substituci
sekvence
TEST3 4855 (CT)sA [1334:2386] | 96 20 22
(CT)sA [3075:4105] | 96 85 46

6.2.4 Sekvence TEST4.fasta

V této sekvenci je prvni lehce mutovana sekvence oznacena pouze s odchylkou dvou

nukleotidi na zacatku. U druhé repetice je zaCatek zpozdén o 9 nukleotid a konec oznacen

predCasné o 7 nukleotidd, coz je stale velice dobry vysledek. Treti vysoce zmutovana

sekvence jiz rozdélena na tfi krat$i sekvence, jejichz spojenim by se program spravnému
vysledku velice dobfe priblizil. Nasledujici tabulky (Tabulka 13 a Tabulka 14Tabulka 9)

ukazuji dosazené vysledky a presny popis testované sekvence.

Tabulka 13: Vysledek vyhledavani v sekvenci TEST3.fasta
Cislo Zacatek Konec Celkova Délka Pocet
repetice délka motivu opakovani
1 1253 2506 1253 5 251
2 3181 4421 1240 248
3 5285 6070 785 5 157
4 6166 6215 49 5 10
5 6302 6567 265 5 53
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Tabulka 14: Presny popis sekvence TEST4.fasta

Soubor | Celkova | Repeti¢ni Pozice Pocet Pocet Pocet
[*.fasta] délka motiv satelitu opakovani | indela | substituci
sekvence
TEST4 7574 CCTGA | [1251:2506] | 256 110 75
CCTGA | [3172:4428] | 256 225 80
CCTGA | [5276:6581] | 256 325 150

6.2.5 Sekvence vrrA_b_anthracis.fasta

Pfi tomto testu opét vlastni algoritmus bohuzel selhdva a zadny 12-nukleotid

neoznacuje za tandemovou repetici. Pouze repetice Cislo 3 velice okrajové odpovida hledané

repetici, ale nelze ji oznacit za spravny vysledek.

Tabulka 15: Vysledek vyhledavani v sekvenci vrrA_b_anthracis.fasta

Cislo Zacatek Konec Celkova Délka Pocet
repetice délka motivu opakovani
1 624 670 46 50 1

2 195 216 21 3 7

3 207 286 79 3 26

4 378 402 24 3 8

5 199 382 183 3 61

6 673 761 88 2 44

6.2.6 Sekvence HCH12ATP.fasta

Pti testovani sekvence je vysledkem 69 ruznych repetitivnich sekvenci. Hledané

trinukleotidy CAG/CAA. Jako hledany vysledek miize byt oznaCena repetice 36, ktera i pfi

nahledu na jeji sekvenci ve vytvofeném uzivatelském prostredi odpovida ocekavanému

vysledku. Stejné jako u ostatnich programti musi uzivatel projit vSechny vysledky sam a neni

mozné samostatné oznaceni pouze ocekavané repetice.
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Cislo repetice  Zatdtek | Konec |Celkova dél.. Délka motivu| Pocet opak.. Pomér Ade...| Pomér Cyt...|F .
27 365 438 73 4 18 1 1 1
28 13080 13104 24 4 [+ 1 1 i
prac] 2343 2384 21 4 5 1 2 0
30 11887 11991 104 3 35 1 1 1
31 12248 12315 67 3 s 1 1 1
32 12927 13000 73 3 24 1 1 1
33 14532 14702 70 3 23 1 1 0
34 3ra3 3349 65 3 22 1 1 1
35 11893 11581 88 3 33 1 1 0
35 12243 12316 73 3 24 1 1 1
v 14655 14653 33 3 13 1 1 0
38 17013 17089 76 3 25 1 1 )
39 3799 3359 &0 3 20 0 2 1
40 12240 12315 73 3 25 1 1 1
41 16027 168123 95 3 32 0 1 1
42 16666 16708 42 3 14 1 0 1
43 10867 10952 25 3 8 1 1 1
44 13662 13690 28 3 9 0 1 1

Obrazek 28: Vysledek vyhledavani v sekvenci HCH12ATP.fasta

6.2.7 Sekvence PF3D7CH4.fasta

Zatézovym testem prosel program bez potizi, ale nachazi 17562 repetitivnich oblasti.
Mnohem vice nez by mél byt realny pocet vysledki. Vysoky pocet vysledki muze byt
zpusoben opakovanym oznacenim nékterych repetic, akorat s jinou délkou motivu. Program
zvlada vypocet této sekvence dlouhé 1,2 Mbp za 28 minut.

Cislo repetice? Zacatek | Konec  |Celkova dél élka motivu| Poget opak... | Pomér Ade...é Pomér Cyt... | Pomér Gua.., éPomér Tym...|
17544 1185180 1185235 55 2 28 1 o 0 1
17545 1185373 1185413 40 2 20 1 0 0 1
17546 1186803 1186828 25 2 13 1 o 0 1
17547 11930595 1193136 37 2 19 1 0 1 1
17548 1193504 1193744 140 2 7o 1 o o i
17548 1193847 1184213 i 2 133 1 0 0 1
17550 1194313 1194485 172 2 86 1 0 0 1
17551 1184574 1184817 43 2 2z o 0 0 1
17552 1184765 1194858 89 2 45 1 0 0 1
17553 1195158 1196238 &0 2 40 1 0 0 1
17554 1196587 1196683 96 2 48 1 0 0 1
17555 1196802 1186880 & 2 39 1 1 0 0
17556 1197058 1187138 40 2 20 1 il 0 1
17557 1197693 1187725 32 s 18 1 0 0 1
17358 11595588 1188621 33 e 17 1 0 0 1
17338 1200004 1200064 60 pd 30 1 1 0 0
17360 1201241 1201413 172 pid 86 1 0 1 0
17561 1201788 1201824 % 2 18 1 0 1 1 e
17362 1202717 1203358 681 pid 341 1 0 0 1 -

Obrazek 29: Vysledek vyhledavani v sekvenci PF3D7CH4.fasta
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7.Zhodnoceni vysledki testovani

Pfi postupném testovani ruznych sekvenci se ukazaly jednotlivé vyhody a nevyhody

navrzeného algoritmu.

Na rozdil od volné€ piistupnych testovanych programi, nabizi GUI.m a
Vyhledavac.m vyhodu ve zobrazeni spektrogramu signalu, coz je dobra pomucka pro
vizualizaci obsahu sekvence. Diky metod€ vypoctu je navic mozné vyhledat repetice jen na
vybranych frekvencich, tzn. o pfedem stanovenych délkach motivu. Tyto moznosti zadny
z ostatnich programt neposkytuje. Pii vyhledavani repetice, kterou uzivatel pfedem zna, jen
potiebuje zjistit jeji polohu, piipadné jiné vlastnosti je metoda ¢asove uspornéjsi a vysledky

jsou mnohem piehlednéjsi diky mensimu poctu vystupnich dat.

I kdyz se metoda vyhledavani z numericky reprezentované DNA zda vypocetné a
Casové naroCnéjsi, nez vyhledavani ze sekvence znakl, pii zatéZzovém testu si vlastni
program vedl mnohem lépe nez Phobos a vysledek poskytl jiz po 28 minutach oproti asi 4

hodinam u Phobosu.

Pfi testovani uméle vytvorenych sekvenci, jsou vysledky algoritmu velice dobré.
Prvni nedostatek se objevil pfi testovani sekvence TEST3 fasta, kdy program nebyl schopen
nalézt repetici s motivem (CT)sA a oznacil pouze repetici s motivem dinukleotidu CT. Druhy
nedostatek se objevil pii testovani sekvence TEST4 fasta, kdy program spravné urcil prvni

dvé mutované TR, tfeti repetitivni sekvenci ale rozd¢lil do tfi samostatnych.

Vysledky testovani jsou velice dobré a daji se prirovnat k testovani programt TRF a
Phobos. Nasleduyjici tabulka shrnuje vyhody a nevyhody vlastniho algoritmu oproti ostatnim

testovanym.
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Tabulka 16: Vyhody a nevyhody vlastniho programu

Srovnavany program

Vlastni algoritmus

IMEx

Vyhody:

Nevyhody:

Vyhledava i delsi repetice nez

s motivem hexanukleotidy.
Nerozdéluje repetitivni
oblasti tak casto jako IMEx.
Presnéjsi vysledky

Casova a vypocetni naro¢nost.

TRF

Vyhody:

Nevyhody:

Zadné, vysledky jsou si velice

podobné.

Casova a vypocetni naroCnost.

Phobos

Vyhody:

Nevyhody:

Mnohem lepsi vysledek pii
testovani sekvence
TEST4 fasta.  Prehlednéjsi

vysledky. Casové usporn&jsi.

Meén¢ piesny.

59



Zavér
Cilem prace bylo vybrat tfi volné dostupné vyhledavace tandemovych repetic, kazdy
pracujici na jiném algoritmu a otestovat jejich funk¢nost a vhodnost a dale pak navrhnout
v libovolném programovacim jazyce algoritmus, ktery zvladne také vyhledat tandemové
repetice, otestovat ho na stejném souboru dat jako volné pfistupné programy a srovnat

vysledky.

K testovani byly vytvoreny Ctyfi sekvence s umeéle vlozenymi tandemovymi
repeticemi na znamych mistech a se zndmymi motivy. Tyto testovaci sekvence se lisili
délkou, poctem minisatelith rozprostienych v sekvenci, délkou motivu a poctem opakovani
motivu. Pro skuteCné zhodnoceni vykonnosti jednotlivych programt byly sekvence
podrobeny piedem urcenému poctu bodovych mutaci (inzerci, deleci a substituci). Kazda
uméle vytvorena testovaci sekvence se od sebe jistymi vlastnostmi lisila tak, aby bylo
otestovano co nejvice vlastnosti programii. Z realnych dostupnych dat byly vybrany tfi
sekvence. Prvni sekvence vrrA je protein kédujici gen druhu Bacillus cereus biovar
anthracis. Tato sekvence byla vybrana, aby otestovala zakladni vlastnosti programu.
Testovalo se, zda je schopny v kratké sekvenci najit nékolik jednoduchych opakovani 12-
nukleotidu. Sekvence v podstaté slouzila jako kontrola, jestli se nevyskytla chyba nekde pti
tvorbé sekvenci umélych. Druha sekvence, je cast lidského chromozomu 12, ktera koduje
gen pro atropin a ve které se vyskytuje znama repetice. Jako treti sekvence byl vybran cely
4 chromozom druhu Plasmodium falciparum 3D7 pro otestovani rychlosti a efektivity

algoritmua vybranych programa.

Tfi vybrané programy: Tandem Repeats Finder, IMEx: Imperfect Microsatellite
Extractor a Phobos se podrobily testovani na vybranych sekvencich. Vysledky programu
IMEx byly bohuzel z velké Casti nedostatecné, ale v jednodussich testech si program vedl
obstojné. Programy Phobos a Tandem Repeats Finder maji vypocetné narocnéjsi algoritmy
a jsou schopny vyhledavat mnohem delsi motivy v sekvencich. Vysledky testovani byly u
téchto programi velice podobné. Nejvétsim rozdilem byla Casova naro¢nost programu, kdy
programu TRF stacilo pro analyzu sekvence o 1,2 Mbp nékolik desitek vtefin, zatimco
Phobos prohledaval data n€kolik hodin a i tak se dostal pouze k motiviim o maximalni délce
250 bp, zatimco TRF testoval az do délky 500 bp. Pro zlepSeni piehlednosti vysledki je v

praci uvedeno nekolik tabulek a ukazky vystupti programu.

Vlastni program se zdd mnohem lepsi nez program IMEx. Vysledky testovani jsou
srovnatelné s vysledky programti TRF a Phobos. Kazdy algoritmus ma své vyhody a
nevyhody, které jsou zhodnoceny v tabulce Tabulka 16. Navic byl vlastni program doplnén
o jednoduché uzivatelské prostredi, ve kterém se daji snadno zménit parametry vyhledavani
a které poskytuje mnohem piehledné;si vysledky, které se daji navic ulozit do XLS souboru.

GULm déla navrzeny program vice uzivatelsky pratelsky.
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Seznam pouZzitych zkratek a symboli

A
bp
ATR

DNA
DFT
DFT
G
HIV
LINE

elementy
LTR
ORF
PCR
SINE
SSTR

STFT

TE
TNR
TRF
VNTR

adenin

base pair, Cesky: par bazi; jednotka délky sekvence

Approximate Tandem Repeat, Cesky: piiblizna tandemova repetice
cytosin

deoxyribonukleova kyselina

Discrete Fourier Transform

Discrete Time Fourier Transform

guanin

Human Immunodeficiency Virus

Long Interspersed Nuclear Elements, cCesky: dlouhé rozptylené jaderné

Long Terminal Repeats, ¢esky: dlouhé ukoncujici repetice

Open Reading Frame, Cesky: otevieny Cteci ramec

Polymerase Chain Reaction — polymerazova fetézova reakce

Short Interspersed Nuclear Elements, Cesky: kratké rozptylené jaderné elementy

Simple Sequence Tandem Repeats, Cesky: tandemové repetice jednoduchych
sekvenci

Short Time Fourier Transform

tymin

transpozibilni elementy

Tri Nucleotide Repeats, Cesky: trinukleotidové repetice
Tandem Repeats Finder

Variable Number Tandem Repeats, Cesky: tandemové repetice s proménnym

poctem opakovani

64



Seznam priloh

Ptiloha 1: Blokové schéma programu IMEX [15] ..cc.cocveviiiiiiiniininicecccieeeee 66
Priloha 2: Uzivatelské prostiedi .........ccueeueriiierieeieeeeeeiesie et 67
Ptiloha 3: Spektrogram sekvence TEST1.......ccccooiiviiiiiiiiiiiiiniencecceeeee 67
Ptiloha 4: Spektrogram sekvence TEST2.......ccccooiiviriiineiieiienienecece e 68
Ptiloha 5: Spektrogram sekvence TEST3.......cccooiiviiiiniiieiieniecece e 68
Ptiloha 6: Spektrogram sekvence TEST4........ccccoiiviiiiniiiiniinieecece e 69

65



Pilohy

Priloha 1: Blokové schéma programu IMEx [15]

Ziskanl sekvence
a vstupnich parametrd

v

UrZenf velikosti

motivu

m=6
Vyhledanl shluku
motivityp 1

Typ 1
nalezen

Viyhleddvan( shluku
motivi typ 2

Typ 2
nalezen

Expanze na v3echny strany

Extrakce repetice a ptifazenf
do kédujicl nebo nekédujicl

oblasti

Zarovnanl a vytvolenl
tabulky vysledkd

MO

Konec
sekvence?
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Priloha 2: Uzivatelské prostredi

& cu

&

=i

Délka okna FT
50

Velikost kroku FT
1

Maximalni mezera

a0

Minimaini délka repetice

20

Miniméin{ pocet opakovani

10

Nastavit virchozi

— Metoda vyhledani-
@ Vybrang asti

() Celé spektrum

Vyhledavat tandemovych repetic ze sekvenci DNA

Cislo repetice]  Zacatek |  Konec |Pocet opak...| Pomér Ade...
1 105 638 133 1 1 1
2 1118 1654 134 1 3 1
3 2153 2685 532 4 133 1 1 1

Pomér Cyt... | Pomér Gua... Pomér Tym...

1
1
1

Kiiknutim na vybranou repetici s vprave zobrazi jeji moZné motivy

Metoda uréeni motivu Cast sekvence pro vizudini kontrolu

©) Ze sekvence ACGTACGTACGTACGTACGTA

() Pradvdépodobnostni

[T wykresiit spektrum

UloZit virsledek do souboru

Doba vipoctu (s).

Ur€ené moZné motivy

ACGT
CGTA

Vybrat soubor a vyhledat repetice

515613

Frekvence opakovani [Hz]

Qoo 0000 QOO0 OoQCa O0QoC
CrrpppCluwuwfnnnnCea L PCoooo

OO DNERENOWODRNNOO RN 20O AN

Priloha 3: Spektrogram sekvence TEST1

1000

1500
Pozice v sekvenci [bp]
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Priloha 4: Spektrogram sekvence TEST2

El___r_.}___...___._____A
e R

3 Vo

500 1000 1500 2000 2500
Pozice v sekvenci [bp]

Frekvence opakovani [Hz]
COo0 _ o000 o000 _ o000 o000

CrprrnfuwwCniNnCe22LhPoco0on
OO RN BRSO RROWHERENNEOBENSEHER

Priloha 5: Spektrogram sekvence TEST3

f A"
_ ' \ L |
__ J L ! I _* '_*f_____ _—__

!

____ _:;
A ! A
;_:f_,: ﬁ, ,:: i i) E ! E _,_ | _::,,_L

Frekvence opakovani [Hz]
Co0o 0000 0000 0000 0000

C e rnPuwwwCiunnnEe 2L LhPoooo
MDD BENBEODENWRDENNDDEN DD EN

i i

1000 Amoo 2000 2500 3000 wmoo hooo 4500
Pozice v sekvenci [bp]
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ani [Hz]

Frekvence opakov

COO00 0000 _ 0000 _ 0000 _ 0000
CrepppPuuweConbnCe s Poooo

U1CDO)JhMJhODO?hI\JLOCDG)JhMI\JOJmhI\J—\-ODG)hI\J

Priloha 6: Spektrogram sekvence TEST4
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i i
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Pozice v sekvenci [bp]
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_

69



Obsah priloZzeného CD

1. Textova cast prace Krystof Havlik BP.pdf

2. Programova Cast prace Krystof Havlik BP prilohy.pdf
a. Kody v Matlabu
b. Testované DNA sekvence ve FASTA formatu
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