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ABSTRAKT

Prace se zabyva Fuzzy klasifikaci sekvenci DNA.

V prvni Casti prace jsou teoreticky shrnuty informace o Fuzzy logice a metodach jejiho vyuziti
v klasifikaci biologickych sekvencnich dat.

Druha cast se jiz prakticky zabyva fesenim klasifikacniho algoritmu pro posouzeni podobnosti
sekvenci. Konkrétné pro rozdéleni kodujicich a nekodujicich Casti sekvence a vyuziti fuzzy
klasifikace v DNA barcodingu.

ABSTRACT

The work deals with the fuzzy classification of DNA sequences.

In the first part the theory summarized information about Fuzzy logic and methods of its use
in the classification of biological sequence data.

The second part is practically deal with the classification algorithm for assessing the similarity
of sequences. Specifically, the dividing of coding and non-coding parts of the sequence and the

use of fuzzy classification in DNA barcoding.
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Uvod

Utinna klasifikace biologickych sekvenci je nezbytna k lepsimu pochopeni jejich funkce.
Uplatiiyje se ve tfidéni organismu, ale slouzi i pro jejich identifikaci, nebo urCeni evolu¢niho
vyvoje druhi. Pii ziskani nové sekvence je vhodné stanovit jeji vzajemnou podobnost k jinym
znamym sekvencim, protoZe se z ni da usuzovat jeji funkce, struktura 1 taxonomické zarazeni.
Biologické systémy jsou ale ze své podstaty stochastické a obsahuji fadu nejistych nebo tézce
definovatelnych procesu. Proto 1 kazdy zaveér stanoveny na zakladé podobnosti primarni struktury
biologickych sekvenci je pouze odhad, ktery je tak piesny, jak Gplny mame popis vSech procesu
vedoucich k jejich vzniku. Mezi Casté nedostatky vSak patii pravé neuplnost udaju pii ziskavani
vzorkl, dale nedostatek expresivity nékterych znakt, nejasné hranice mezi taxonomickymi
tiidami a v neposledni fadé hlavné neznalost vSech mutagennich vlivi, které mohly na sekvence
pusobit. V téchto situacich je potieba vyuzit alternativnich metod, které mohou byt pouzity
k automatizovanému vyhodnoceni.

Témeér vSechny problémy jsou v bioinformatice feSeny deterministicky. Jsou definované pevné
dané funkce, které jsou feSené pomoci optimalizace. Mnoho dynamickych procesu, jako je
napiiklad regulace genové exprese, je také feSeno deterministicky pomoci diferencialnich rovnic.

Fuzzy teorie mnozin a fuzzy logika nam poskytuje jiny zptisob pohledu na modelovani nejistoty
anabizi nam S$iroké spektrum vypocetnich nastroji k usnadnéni rozhodovani. Patii mezi
pfirozené zpusoby, jak modelovat nejednozna¢né udalosti, které si potiebujeme zdavodnit.
Ukazuje se proto jako ucinny nastroj pro modelovani a analyzu biologickych dat ¢i systému.
V mnoha vyzkumech byla tato ucinnost jiz prokazana pii feSeni Sirokého spektra biologickych
problému nalezenych v bioinformatice, biomedicinské inzenyrstvi a vypocetni biologii. Bylo
prokazano, ze mnohé nahodné nebo nejisté procesy v organismu jsou fyziologické a evolucné
vyznamné pro rozvoj a funkce zivych organismu. [32]

Tato prace se proto snazi priblizit pojem fuzzy logiky a také metod, které ji vyuzivaji pi1 analyze
biologickych dat. Konkrétné se zabyva fuzzy klasifikaci DNA sekvenci a to jak klasifikaci
funkce DNA, tedy identifikaci kodujicich oblasti, tak klasifikaci taxonomickou. Je zde navrzena
a predstavena fada klasifikacnich kritérii pro rozliSeni kodujicich a nekodujicich sekvenci, jako
jsou obsah GC, frekvence jednotlivych oligonukleotidi ¢i DNA motivy. Dale je zde pojednano
o moznostech vyuziti fuzzy klasifikace v DNA barcodingu pro zpfesnéni identifikace druht. Tyto
postupy jsou pak prakticky pouzity a ovéfeny pii analyze experimentalnich vzorku sekvenci

ziskanych z verejné pristupnych databazi.
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1. Fuzzy

1.1. Fuzzy logika

Fuzzy logika (Cesky téz mlhava logika (fuzziness = mlhavost)) je podobor matematické logiky,
ktery je odvozeny od teorie fuzzy mnozin, v némz se logické vyroky ohodnocuji mirou
pravdivosti.

Lisi se tak od klasické vyrokové logiky, ktera pouziva pouze dvé logické hodnoty — pravdu
(oznacovana 1) a nepravdu (oznacovana 0). Fuzzy logika muze operovat se vS§emi hodnotami
z intervalu <0; 1>, kterych je nekonecn€ mnoho. Nalezi mezi vicehodnotové logiky. Fuzzy logika
pracuje s vagnimi pojmy, které maji neostré hranice. Setkavame se s nimi v bézném zivoté. Jedna
se napfiklad o pojmy: mensi, vétsi, vice mensi, vlazny, téméf studeny apod. Otazkou zistava, co
jesté patii do popsané mnoziny a co jiz ne. S timto problémem se ale muzeme setkat jiz
v tzv. Paradoxu z antického Recka: M&me malou hromadu kameni. Pokud ptidame jeden kamen,
dostaneme opét malou hromadu. Tedy kazda hromada kameni je mala. Jak je vidét, problém
zustava s hrani¢nimi body a pouziti klasickych mnozin tedy nepfichazi v Givahu. Jednim z feSeni
jsou pravé fuzzy mnoziny. Fuzzy logika muze byt pro fadu realnych rozhodovacich uloh
vhodnéjsi nez klasicka logika, protoze usnadiiuje navrh slozitych fidicich systému. Pojem fuzzy
logika se poprvé objevil roku 1965 v ¢lanku [34], jehoz autorem byl profesor Lotfi A.
Zadeh z Kalifornské univerzity v Berkeley. Vznikla rozvojem modifikované teorie fuzzy mnozin.
Slovo fuzzy znamena neostry, matny, mlhavy, neurCity, vagni. Odpovida tomu 1 to, ¢im se fuzzy
teorie zabyva: snazi se pokryt realitu v jeji nepfesnosti a neurcitosti. Je jakymsi nastrojem pro
matematicky popis vagnich a nepfesnych pojma. Striktni popis vede k popisu skute¢nosti pouze
pomoci dvouprvkové mnoziny {0,1}. Pokud problém nelze jednoznacné urcit, rozklada se
na mensi podproblémy, ale poté lze pouzit opét jen dvouprvkovou mnozinu. V pripadech, kdy je
J1Z nemozné nebo neunosné takto problém rozdélit, dopoustime se jisté chyby a tim je dan odklon
od reality. V roce 1966 L. A. Zadeh ve svém clanku o novych smérech analyzy komplexnich
systémi formuloval tzv. princip inkompatibility: "Roste-li slozitost systému, klesa nase
schopnost formulovat presné a vyznamné soudy o jeho chovani, az je dosazeno hranice, za niz
jsou piesnost a relevantnost prakticky vzajemné se vyluCujici charakteristiky." Vyuziva se
napiiklad v umélé inteligenci, v matematice, v logické analyze jazyka i1 v pramyslu (fuzzy
regulatory) a v kvantové fyzice. [11], [15], [18], [22], [34]
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1.1.1. Stupen pfislusnosti

V klasické teorii mnozin prvek do mnoziny bud'to patfi (Uplné ¢lenstvi v mnoziné) nebo nepatii
(zadné clenstvi v mnozin€). Fuzzy mnozina je mnozina, ktera kromé uplného nebo zadného
Clenstvi pfipousti 1 Clenstvi Castecné. To znamena, ze prvek patii do mnoziny s jistou mirou
Clenstvi, ktera je vyjadfena stupném prislusnosti. Funkce prislusnosti pak prifazuje ve fuzzy
logice prislusnost k mnozinam v rozmezi od 0 do 1, v€etné obou hrani¢nich hodnot. Fuzzy logika
tak umoznuje matematicky vyjadiit pojmy jako ,malo“ nebo , hodné“. Presnéji, umoznuje
vyjadfit casteCnou prislusnost k mnoziné. V piipad€, ze prvky universa jsou realna Cisla, existuje
vice moznosti matematického popisu prubéhu rustu respektive klesani hodnot stupné prislusnosti.
Pro prvky universa v okoli hrani¢nich bodu by mélo platit, Ze ¢im vic se blizi prvky universa

k hrani¢nim bodum, tim pomaleji roste (klesa) hodnota stupné pfislusnosti. [18], [20]

Stupen prislusnosti je Casto zaménovan s pravdépodobnosti. Tyto pojmy jsou ale rozdilné. Fuzzy
hodnota je pfifazena funkci prislusnosti k vagné definovanym mnozinam a nepredstavuje
pravdépodobnost né€jakého jevu. Tzn. pokud prvek patii do mnoziny s 80% pravdépodobnosti,
pak se v ni vyskytne v praimérné 80 piipadech ze 100, ale v kazdém jednom piipadé v mnoziné
bud’ bude, nebo ne. Naopak, pokud ma prvek prislusnost k mnoziné 80 %, znamena to, Ze z osmi

desetin do mnoziny patii. Takze do mnoziny patii vzdy, ale jen z Casti. [18]

Jinou disciplinou védy, kde se zda, ze se vyuziva principt fuzzy logiky, je kvantova fyzika, ktera
také pocita s tim, Ze mohou existovat 1 stavy, u kterych je vysledek méfeni predpoveéditelny pouze

v ramci pravdépodobnosti. [20]

Prikladem mohou byt 4 1 vody v 10 litrové nadobé. Mame dvé fuzzy mnoziny: Plna
nadoba a Prazdna nadoba. Takto Caste¢né naplnéna nadoba pak pfislusi z 0,6 k Prazdné nadobé
az 0,4 k Plné nadobe. [18]
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1.1.2. Druhy fuzzy funkci

Na nasledujicich obrazcich jsou zobrazeny razné piipady funkci, které se vyuzivaji

k vyhodnocovani ve fuzzy logice. [8]

Z funkce

Na Obr. 1 vidime graf Z-funkce. X je puvodni hodnota, @1 a @2 jsou horni a dolni meze.

1, x < 91
0. \2
1-2(%)  esxst™
f(x;0) = SN2 gve oy
2 1 2
2(92—91) 2 sxsf
0, x>0,
=
8
=
0 20 a0 &0 80 100
Vstupni hodnoty
Obr. 1: Graf Z-funkce
Trojuhelnikova funkce [1]
Definovana dolni mez a, horni mez b a hodnotou m, kde a <m <b. Jeji graf vidime na Obr. 2.
o0, ®x<a
X—da
' a<xs m
B -a
JLa(z) = <
b=
X , m<x<b
b=m
~ 0, ®=b
(2
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Fuzzy piislusnost

a m b
Vstupni hodnoty

Obr. 2: Graf trojuhelnikové funkce

vv s

LichobézZnikova funkce [1]

Je definovana dolni mez a, horni mez d, dolni hranice podpory b, a horni hranice podpory c, kde
a <b <c <d. Jeji graf je na Obr. 3.

0, (z<a)or (z=d)
;: —d azxzh
-
a6 = <
1 b=xzc
\_ a-x c=xad
Ci - (3)
i
A7 0.8
2
2
e "
(=}
S
=3 a4
a5
02
a b c d
Vstupni hodnoty

Obr. 3: Graf lichobé&Znikové funkce
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v v

Dva specialni pripady lichobéznikové funkce: [1]

R-funkce
Ma parametry a = b = - oo, horni mez d a horni hranice podpory c. Graf je na Obr. 4.
r.v"
0, x>d
Ml = =< é-x cexed
d-e¢
k‘_‘l x<c
4)
2 0
g
g
g .4
a9
€ d
Vstupni hodnotv
Obr. 4:Graf Rfunkce
L-Funkce
Ma parametry ¢ = d = - o, dolni mez a a dolni hranice podpory b. Graf je na Obr. 5.
o~
0 x<a
Pa(z) = < x—a' asx=h
b—a
1 x>b
= (5)
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L XS

LE

Fuzzy piislusnost

a2

a b
Vstupni hodnoty

Obr. 5: Graf L funkce
Gaussova funkce [1]

Definovana stfedni hodnotou m a smérodatnou odchylkou k>0. Cim mensi je k, tim je funkce
uzsi. Jeji graf je na Obr. 6.

Na=m )

2y — 241
py(X)=e
(6)
1
- 0.5
&
8
=]
= [
Rl
o
S .
= A
s
[
m
Vstupni hodnoty

Obr. 6: Graf gaussovy funkce
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1.1.3. Fuzzy mnozinové operace

Fuzzy mnoziny jsou rozsifenim klasickych mnozin: maji-li prvky fuzzy mnoziny své funkce
ptislusnosti definovany skokové (hodnoty pouze O nebo 1), pak fuzzy mnozinové operace daji
stejné vysledky jako klasické mnozinové operace. Obvyklé definice zakladnich mnozinovych
operaci pro fuzzy mnoziny (oznacené zde jako A, B, C) a prvek x z univerza X jsou nasledujici
[A(x), B(x), resp. C(x) znamenaji hodnoty pfislusnosti x do A, B, resp. C]: [17]

e sjednoceni: C(x) = max [A(x), B(x)] pro C = A UB,
e prunik: C(x) = min [A(x), B(x)] pro C =A NB,
e doplnék: ~A(x) = 1-A(x)

1.2. Fuzzy C-means

Patfi mezi nehierarchické metody shlukovani (rozkladaji danou mnozinu do podmnozin dle

predem daného kritéria).
1.2.1. C-means clustering

Vezme se N sekvenci takovych, ze S={C}I, kde C={A, C, G, T}. Nahodné¢ se vybere K sekvenci
jako zakladni soubor (K musi byt mensi nez N). Poté se spocitaji nukleotidové frekvence nebo
obsah GC pro vSechny sekvence. Tyto vypoCty se pak pouziji pro klasifikaci. Sekvence je
piitazena do tfidy, se kterou ma nejvétsi fuzzy podobnost. Ta se vypocita tak, ze xi,...,xp je
soubor realnych Cisel z P. Pocet iteraci je dan parametrem r. Fuzzy vazeny prumér (weighted

fuzzy average (WFA)) se vypocita pomoci nasledujici rovnice:
P
W= wpy Py, =012, (7)

X je parametr nebo pfiznak a p je Cislo parametrti. Vzdalenost d;j kde i=0 ... N, a j=0 ... k, se
vypo¢ita: D j; = max(u'j)), pro viechny j. Pocate¢ni prumér a Gaussian je vycentrovan nad
primérem a vaha w;, je spocitana pro X,

Ptiznakové vektory jsou pridéleny ke kazdému Clenu zakladniho souboru. Prazdné nebo malé
tfidy se neberou v potaz. Ttidy, které jsou si blizké, jsou zahrnuty do jedné tfidy. Cluster centra
jsou nahrazeny vazenymi Fuzzy praméry a jsou pfifazeny priznakové vektory. To se opakuje,
dokud nedojde ke konvergenci. [36], [20]
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1.2.2. Aplikace pro fuzzy

Ve fuzzy shlukovani se pocita pravdépodobnost piislusnosti do urcitého shluku pro kazdy bod.
Rozlozeni objektu ve shlucich je pak popsano tak, ze body na okraji maji niz$i stupen prislusnosti
nez body v centru. Objekt tak muze patiit do vice shluki zaroven. Lépe se pak identifikuji
objekty, které nelze pfifadit do zadného shluku.

V pripad€, ze kazdy objekt ma pravdépodobnost prislusnosti k néjakému shluku rovnu jedné
a k ostatnim nulovou, pak je vysledkem pevné shlukovani. Naopak jednotlivé shluky jsou
neurCitelné, pokud se stupen prisluSnosti kazdého objektu k libovolnému shluku rovna
prevracené hodnoté poc¢tu shlukd.

Soucet piislusnosti jednotlivych objektu ke vS§em shlukiam je 1.

Algoritmus pro fuzzy C-means je nasledujici:

Vybereme pocet shluku.

Nahodné priradime kazdému bodu koeficient prislusnosti.

Spocitame stied kazdého shluku.

Pro kazdy bod spocitame pravdépodobnost prislusnosti k ur¢itému shluku.

M e

Opakujeme krok 3 a 4, dokud zména koeficientu prislusnosti neni mensi, nez dany prah
citlivosti.

Algoritmus minimalizuje rozdily uvniti shluku, ale stejné jako u K-means algoritmu se jedna

o lokalni minima a vysledek zavisi na zvolenych mirach prislusnosti. [13]
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2. Klasifikacni kritéria
2.1. GC obsah

DNA obsahuje 4 druhy nukleotida (A, C, G a T), které maji mezi sebou vodikové vazby. Adenin
se paruje s thyminem a maji dva vodikové mustky, jak je znazornéno na Obr. 7. Guanin se paruje
s cytosinem (Obr. 8) a jsou mezi nimi 3 vodikové mustky. Tato vazba je tedy stabilné;si.

Proto se GC podil nékdy pouziva ke stanoveni urCité charakteristiky o zkoumané sekvenci.
Organismy jsou vétSinou popsany vSemi 4 nukleotidy A, C, G a T. Toho je vyuzivano pro
rozdéleni genomu organismu. Nékteré ovSem obsahuji vyssi procento GC a jsou tak znamé jako

GC-rich, zatimco jin€ organismy maji vyssi zastoupeni AT a jsou znamé jako AT-rich. [17], [5]

N
XcH
N
N
Thymine Adenine
Obr. 7: Thymin a adenin
NH 0 N\
: CH
N HN
N N
Y
Cytosine Guanine

Obr. 8: Cytosin a guanin
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Organismy patfici do kmene Actinobacteria jsou znamé jako GC rich. Na druhé strané,
Arabidopsis thaliana, ¢asto zkoumany organismus, obsahuje méné nez 40 % CG, z ¢ehoz plyne,

ze je bohatsi na AT. [17]

C+G

V rovnici znaci A, C, G, T pocty jednotlivych nukleotida.
Priklad pro GC obsah

Vzorky byly projizdény oknem o velikosti 700 nukleotidu, ¢imz byly ,,rozdéleny na jednotlivé
fragmenty* a pro kazdou pozici okna spocitan GC podil. Ten byl pak zobrazen v histogramu,
ktery sdruzil pozice okna se stejnym GC podilem. Rozsah hodnot je stanoven na 25 — 75 %,
protoze se obvykle podil nepohybuje pod nebo nad témito hranicemi.

Nejprve byly analyzovany 2 tfidy patfici do Archea a Bacteria které jsou fylogeneticky vzdalené.
Z histogramu téchto dvou vzorku je vidét, ze jejich podily GC se v jednotlivych fragmentech
odlisuji, prekryv je jen v malé oblasti.

w107

4.5

,| N AMD LG2
| I AMD G1

38F

28

Frekvence

15F

0.5

2527 2931 333537 3941 4345 47 4951 535557 50961 5365 657 BY
C obsah

Obr. 9: Histogram obsahu GC pro délku okna 700 - AMD LG2 je Leptospirillum sp. group II a
AMD G1 je Ferroplasma sp. Typ II ..

22



Na Obr. 9 vidime analyzu sekvence Leptospirillum (gi|206601869|gb|DS995261.1|
Leptospirillum sp. Group II), jejiz délka je 138 038 bp a sekvence Ferroplasma
(gi)42538182|gb|CH004071.1| Ferroplasma sp. Type II), jejiz délka sekvence je 489 309 bp
(analyzovana jen do délky prvni sekvence).

Dalsi analyza je provedena na vzorcich fylogeneticky blizkych, a to dvou Ecoli. Histogramy
na Obr. 10 se identicky piekryvaji, protoze oba tyto vzorky patii do stejné skupiny bakterii,
a jejich obsah GC je velmi podobny. Prvnim je Ecoli (gi|83404799|ref[NC_007635.1| Escherichia
coli plasmid pCoo) s délkou sekvence 98 396 bp, druhou Ecoli (gi|116006783|ref[NC_008460.1|
Escherichia coli plasmid pO86A1) s délkou sekvence 120 730 bp.

x10°
e

T T T T T

B Ecoli 1
B Ecoli2

T T T T T T T T T T T T T T T

25

Frekvence

0
25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51 53 55 57 59 61 63 65 67 69
GC obsah

Obr. 10: Histogram obsahu GC pro délku okna 700 u dvou Ecoli.

GC obsah se mize nékdy ukazat jako vhodny parametr pro samostatné fragmenty. Nicméné, je
potieba vzit v uvahu nékteré faktory, naptiklad, ze obsah GC ma vétsi vyznam v kodujicich

oblastech genu. [17]
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2.2. Nukleotidové frekvence

Dalsi moznosti pro popis genomovych sekvenci je frekvence jednotlivych nukleotidi nebo
oligonukleotidi. Oligonukleotidy jsou kratké sekvence, s pevné danou délkou, obvykle do 20
bazi. Mezi oligonukleotidy patii napfiklad dinukleotidy, trinukleotidy ¢i tetranukleotidy.
Ptikladem dinukleotidi jsou AA, AG, AC, AT, CC, CG, CT, CA, TT, TG, TC, TA, GA, GT, GC,
GG, tzn. 4°=16 moznosti. Trinukleotidd s piikladem ACG uZ je podstatnd vice a to 4'=64.
Tetranukleotidu je 4*=256. [31]

2.3. Sekvenéni motivy

Jsou to kratké sekvence nukleotidii nebo aminokyselin, které se vyskytuji v mnoha sekvencich
a které maji nebo mohou mit urcity biologicky vyznam.

Casto v sekvenci slouzi pro oznaceni specifickych vazebnych mist pro proteiny, jako jsou
nukleazy nebo transkripéni faktory (TF). Jiné jsou zapojeny do dulezitych procest na Grovni
RNA, vc€etné vazby ribosomu a zpracovani mRNA (sestiih, editace, polyadenylace) a ukonceni
transkripce.

Pokud mluvime o motivu u proteini, jedna se o strukturalni rysy, které jsou tvoieny
trojrozmérnym usporadanim aminokyselin, jeZ spolu nesousedi. DNA motivy také poskytuji
signal pro vazbu bilkovin nebo vznik zahyba.

Existuje mnoho strukturalnich prvka (motivi), které jsou zachovany u ruznych proteint.
Sacharidy se v bilkovinach pfipojuji na aminokyselinu asparagin prostfednictvim N-glycosylation
mist. N-glykosylacni motiv, ktery se vyznacuje konsensualni sekvenci Asn-Xaa-Ser/Thr, kde
prvni aminokyselinou je asparagin (Asn), druha aminokyselina muze byt jakakoliv z 20
aminokyselin (XAA) a tfeti aminokyselina je bud’ serin (Ser) nebo threonin (Thr).

Nicméné to, ze se tento motiv v sekvenci objevi, jeSt€ neznamena, ze je v daném miste
glykosylovana.

Muzeme se také podivat na slozitéj$i motivy nebo domény, jako jsou aktivni mista enzymu nebo
receptoru vazebnych mist. [4], [26], [2], [25]
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2.3.1. Sekven¢ni logo

Informacéni obsah

1 2 3 4 5
Pozice

Obr. 11: Sekvencni logo - konsensus sekvence FOXA3 transcripéniho faktoru [22]

Sekven¢ni logo je grafické znazornéni stalosti sekvence nukleotidi u DNA ¢i RNA nebo
aminokyselin u proteinovych sekvenci. Je vytvofeno na zakladé zarovnanych sekvenci
a zobrazuje jejich konsensus a zaroven rozdilnost. Mazeme ho vidét na Obr. 11.

Sekvencni loga jsou cCasto pouzivana pro znazornéni vlastnosti dané sekvence, jako jsou
napiiklad protein-vazebné mista v DNA nebo funk¢ni celky v proteinech. Konsensualni logo je
zjednodusena variace sekvencniho loga. Stejné jako sekvencni logo je vytvoreno ze zarovnanych
proteini, DNA nebo RNA sekvenci a dava nam informace o konzervovanosti kazdé pozice
v sekvencnim motivu nebo v zarovnanych sekvencich. Konsensualni logo zobrazuje pouze miru
zachovani informace a ne frekvenci jednotlivych nukleotidi nebo aminokyselin v kazdé pozici.
Misto toho zobrazuje relativni Cetnost kazdého znaku, tzn. miru zachovani kazdé pozice pomoci
vysky znaku na dané pozici.

Celkova vyska pismen znazornuje informacni obsah pozice v bitech. Pro DNA: vychazime
z predpokladu, ze k zakddovani jedné baze je potieba dvou bita. [26], [2]

2.4. DNA Barcoding

DNA Barcoding je technika, umoznujici identifikaci a klasifikaci neznamych vzorka
pomoci kratkého tseku sekvence DNA. U zivo€icht a mnoha eukaryot se jako nejvhodnéjsi
ukazala byt pro barcoding mitochondrialni DNA a jeji gen CO1. Tento gen vyrabi kliCovy enzym
,.podjednotka 1 cytochrom oxidaza“, ktery je soucasti dychaciho fetézce, kde katalyzuje redukci
kysliku na vodu.
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Tento gen obsahuje standardné 648 part bazi. Mitochondrialni DNA byla vybrana také proto, ze
jedina buika obsahuje az 1 000 mitochondrii, ve kterych je vice kopii DNA. Proto 1 maly vzorek
muze poslouzit k ziskani dostate¢ného mnozstvi DNA pro uspésné sekvenovani.

Je vhodny, protoze v ramci druhu se tento usek lisi jen nepatrn€, naproti tomu rozdily mezi druhy
jsou patrné. Napriklad pi1 porovnani Clovéka a Simpanze se tento gen liSi asi na 60 mistech.
Pro spolehlivou detekci je nutné popsat alesponn 10 jedinci kazdého druhu. Klasicky
morfologicky popis druhu potiebuje vice exemplait obou pohlavi, zatimco pomoci barcodingu
analyzujeme i malou ¢ast téla.

Navic z hlediska evoluce dochazi v mitochondrialni DNA k mnohem vice mutacim nez v jaderné

DNA a Ize diky ni odlisit 1 velmi blizké druhy na pomérné malém useku.

Astraptes fulgerator CELT

Astraptes fulgerator TR

Bubo virginianus

Tyto alba

Obr. 12: DNA Barcode

2.4.1. Postup DNA barcodingu

Postup DNA barcodingu je nasledujici a muzeme ho vidét také na Obr. 13.
1. Vzorky z raznych ulozist’ biologickych materiala slouzi k vytvoreni podkladu pro vlastni

identifikaci. Mezi hlavni zdroje vzorka patii napiiklad ruzné sbirky, zoologické zahrady,

muzea, ale 1 volna priroda.
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Ze vzorku se v laboratofich pomoci PCR ziska pozadovana sekvence DNA carového
kodu. Tyto udaje pak putuji do databazi, v kterych probiha dalsi zpracovani.
V nejmoderngjsich laboratofich muze tato analyza trvat jen nékolik hodin. Je ziskana jeho
DNA sekvence, fylogenetické informace, informace o prostiedi kde zije, fotografie
raznych jedinct atd.

Databaze jsou nejdulezitéjsi Casti fetézce. Proto je snaha vytvofit centralizovanou databazi
vSech zivociSnych druhu. Tato databaze by slouzila k porovnani neznamého vzorku se

zaznamy v databazi a tim k urCeni pavodu vzorku.

Nejvétsi 3 databaze DNA — GenBank, EMBL a DDBJ se pro zaznam dat DNA
barcodingu dohodly na datovém standardu CBOL.

Pomoci analyzy dat mizeme porovnavat jednotlivé zaznamy v databazich. CBOL nabizi
portal, ktery umoziuje védcum jednoduse ukladat, spravovat, analyzovat a zobrazovat
jejich barcoding zaznamy.

Staci ¢ast, ¢i vzorek neznamého organismu a po ziskani DNA sekvence mizeme béhem
par sekund pies webové rozhrani databaze zjistit, o jaky druh organismu $lo, pfipadné

o ném ziskat detailnéjsi informace

f Web-Accessible Data and DNA Barcode \
exemplar sbér dat EIRGTG rmerera o rom e i o ot L]

Souciman 1serefiers - —

Pachc Forusty Cos.
p— TR e o

e fores Sarven

fotografie

elxtrakoe PCR sekvence
DNA

: =
'a 4’,/\:» _I =D =
s
g TSN S0 0 T O O I
IR T ERR TR VBT 1S S e AT e RN |

Obr. 13: Postup pii DNA barcodingu
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2.4.2. Fuzzy funkce pro barcoding

Molekularni evoluce je ale ze své podstaty stochasticky proces, tj. hranice mezi sekvencemi jsou
neostré. Proto je k automatizovanému vyhodnoceni vyhodné vyuzit nedeterministickych metod,
jako jsou pravdépodobnostni modely nebo fuzzy teorie mnozin a fuzzy logika. Spousta
fyziologickych a evolu¢né vyznamnych procest v organismu je nahodnych nebo nejistych,
pravdépodobnostni popis vSech jejich pfic¢in je vzdy neuplny a stava se tak pouze odhadem.
Kombinace fuzzy logiky spolecné s DNA barcodingem je biologicky prirozenéjsi klasifikaci
sekvenci vyuzivajici neostrych hranic mezi jednotlivymi druhy.

Vyuziva se fuzzy z funkce pfislusnosti, jejiz rovnice (1) jiz byla uvedena vyse. X je definovano
jako vzdalenost 2 sekvenci nebo sekvence od referencnich sekvenci jednotlivych druhd. Dva
parametry @1 a @2 je tieba odhadnout dle konkrétniho souboru dat. Jedna se o maximalni
vnitrodruhovou a minimalni mezidruhovou vzdalenost sekvenci.

Obvykle se za @1 a ®2 dosazuje 1 - 10 percentil pro vzdalenost v ramci druhu respektive 90 -

100 percentil pro mezidruhovou vzdalenost. [37], [33]

Obr. 14: Z funkce s parametry ®1=10, ®2=90 vlevo a s parametry ®1=1, ®2=99 vpravo
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2.4.3. Vypocet vzdalenosti sekvenci

Vypocet vzdalenosti pomoci denzity [30]

Sekvence jsou nejprve pievedeny do numerického formatu, a to zpusobem, Ze za adenin se
dosadi 1, za cytosin 2, za guanin 3 a za thymin 4. Poté sekvenci projizdi okno zadané délky
a pocCita denzitu tak, Zze zpruméruje hodnoty v okné (vSechny secte a vydéli délkou okna).
Vystupem je matice hodnot denzit. Denzity sekvenci jsou mezi sebou porovnany, kazda

s kazdou. Podobnost je pocitana pomoci euklidovské vzdalenosti, pomoci vzorce:

d= X (— y)? (10)

kde n je délka sekvenci, x je denzita jedné sekvence na pozici i a y je denzita druhé sekvence na

pozici i.

Vystupem je vzdalenost, ktera je sou¢tem vzdalenosti jednotlivych Casti sekvenci. [14]

Vypocet vzdalenosti pomoci Jukes-Cantor [30], [10]

Tento model urcuje pravdépodobnost zmény jednoho stavu systému na druhy a je vhodny pro

vypocet vzdalenosti mezi dvéma sekvencemi.
- _ _P
d;c = —aln(1 a) (11)

o je parametrem, ktery udava pravdépodobnost zmény na jiny znak. J-C model predpoklada, ze

vSechny typy zamén maji stejnou pravdépodobnost, grafické znazornéni pro nukleotidy je vidét

X

Obr. 15: Jukes-Cantor [30]

na nasledujicim Obr. 15.

Z Obr. 15 lze tedy vyvodit, Ze hodnota parametru o pro genomické sekvence bude a=3/4, tedy:

d=—>In(1-3p) (12)
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3. Testovaci data

3.1. Ziskavani genomickych dat

3.1.1. Sekvenovani DNA

Sekvenovani DNA je vlastné zjistovani poradi nukleovych bazi (A, C, G, T) v sekvencich DNA.
To probiha pomoci mnoha biochemickych metod. [23], [17], [7]

Tabulka 1: Kédovani DNA eukaryot

Kodon Amin::yseli Kodon Aminokyselina Kodon Aminokyselina Kodon Aminokyselina
uuu Phe ucu Ser UAU Tyr uUGU Cys
uuc Phe UCC Ser UAC Tyr Cys
UUA Leu UCA Ser
uuG Leu UCG Ser
Cuu Leu CCcuU Pro
CuC Leu CCC Pro
CUA Leu CCA Pro
CUG Leu CCG Pro
AUU lle ACU Thr AAU Asn AGU Ser
AUC lle ACC Thr AAC Asn AGC Ser
AUA lle ACA Thr AAA Lys

| AUG | Met(staRn | aco The AAG Lys
GUU Val GCU Ala GAU Asp GGU Gly
GUC Val GCC Ala GAC Asp GGC Gly
GUA Val GCA Ala GAA Glu GGA Gly
GUG Val GCG Ala GAG Glu GGG Gly

3.1.2. Databaze DNA

Mnoho databazi, programu a analyz tykajici se geonomu je pfistupnych vefejné na Internetu.
V Ceské republice je napt. v UMG AV CR organizovana databaze uzitednych bioinformatickych
linek. Velka bioinformaticka centra v Evropé jako European Bioinformatic Institute a Expert
Protein Analysis System nabizeji celou fadu zajimavych sluzeb a databazi. V USA je jednim

z nejvice vyuzivanych zdroju informaci National Center for Biotechnology Information.
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EMBL

EMBL obsahuje skoro ¢trnact miliard nukleotidt, tvoficich mnoho gent a genomu z raznych
organismu. Databaze EMBL je organizovana Evropskou molekularné biologickou laboratofi
(EMBL). Je to vefejna evropska primarni nukleotidova databaze se sidlem v Anglii na adrese
http://www.ebi.ac.uk/embl. Databaze je vytvafena v soucinnosti s ostatnimi nukleotidovymi
databazemi GENBANK (USA) a DDBJ (Japonsko) a je velmi dobfe pfistupna spolu s mnoha
odvozenymi a dalsimi databazemi pies SRS (Sequence Retrieval System), naptiklad na adrese

http://srs6.ebi.ac.uk. Databaze obsahuje vSechna data zaslana védeckou komunitou, a to bez
kontroly. Z tohoto duvodu muze obsahovat urCité procento chyb. Manual k databazi je

k dispozici na adrese http://www.ebi.ac.uk/embl/Documentation/User manual/usrman.html.

GenBank

GenBank je databaze sekvenci, kterou tvofi otevieny, anotovany soubor vSech vefené
dostupnych nukleotidovych sekvenci a jejich proteinovych piekladu. Tato databaze je
organizovana Narodnim institutem zdravi (NIH) v USA. GenBank a jeji spolupracovnici
dostavaji sekvence z laboratofi po celém svéte z vice nez 100.000 ruznych organismu. GenBank
nadale roste exponencialni rychlosti, zdvojnasobuje se kazdych 18 mésici. V srpnu 2006,
obsahovala vice nez 65 miliard nukleotidi a vice nez 61 milioni sekvenci. Do GenBank
ptispivaji pfimo jak jednotlivé laboratofe, tak hromadné podani ve velkém méfitku
ze sekvenovacich center. Podrobné€jsi informace o databazi lze najit napriklad na adrese:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/GenbankOverview.html. [6]

BOLD

Barcode of Life Data Systems (BOLD) - databaze slouzici k ukladani, analyze a zvefejiiovani
zaznamu ¢arového kodu DNA. BOLD je volné dostupna pro kazdého vyzkumnika, ktery se
zajima o DNA barcoding. Zaznamy zde splituji normy nutné pro BARCODE data spolecna pro
vSechny databaze. BOLD ma spolecné rozhrani pro 3 zpusoby vyhledavani. A to hledani
ve vSech zaznamech, v souboru projektu nebo v jednom konkrétnim projektu.

Dale existuji dva typy vyhledavani v BOLDu - zakladni vyhledavani a pokrocilé vyhledavani.
Zakladni vyhledavani umozinuje pomoci rolovaciho menu vyhledavat podle taxonomie nebo
zemeépisné polohy zaznamu v BOLD. Pomoci rozeviraciho vybéru se obnovuji volby pro dalsi
urovné vybéru. Pokrocilé vyhledavani umoziiuje vice specifik. Tim muzeme zuzit rozsah
kazdého hledani. V pokrocilém vyhledavani muazeme také vyloucit urCita kritéria, aby se
zabranilo nechténym vysledkum. Na Obr. 16 vidime vyhledavaci stranku BOLDu.[24] V Tabulka
2 jsou pak shrnuty barcode databaze.
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Obr. 16: Pokrocilé vyhledavani na BOLDu [24]

Tabulka 2: Databaze barcode

Jméno databaze Adresa Organismy
Algaterra www.algaterra.org Rasy
BOLD www.boldsystems.org Veechny organismy
ISTH www.isth.info Trichoderma (Houby)
Mycobank www.mycobank.org Houby
Nematol http://nematol.unh.edu/ Hlistice
Silva www.arb-silva.de Bacteria, Archaea, Eukarya
Sponge Barcoding Project www.spongebarcoding.org Myei houby
MOTU http://nemhelix.cap.ed.ac.uk:880 Hlistice
Unite http:/funite.ut.ce Houby ektomykorhizni

3.1.3. Vyhledavani sekvenci v databazich

Zpusobu, jak ziskat pozadovana data z databazi, je nékolik. Kazda sekvence ma svij unikatni
identifikator, podle kterého ji muzeme jednoduse vyhledat. Dalsi moznosti je hledani podle
klicovych slov. Mezi dalsimi vyhledavacimi kritérii mohou byt druh organismu, autor, rok, misto
puvodu a dalsi. [28]
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3.1.4. Formaty sekvenénich dat

Spole¢né s rozvojem bioinformatiky se vyvinula Siroka fada formatu uchovavanych dat. Nékteré
z nich se uchytily a nasly Siroké uplatnéni, jiné nikoliv. Obecné zavisi uspéch formatu na jeho
pouzitelnosti v riznych piipadech a souvislostech, tedy na zplisobu a mnozstvi uchované
biologické informace a jeji prehlednosti a jednoduché dostupnosti uzivateli, ¢i softwaru pro
analyzu biologickych dat. Mezi nejznaméjsi formaty patii: RAW DATA, FASTA, PIR, EMBL,
SWISSPROT, IG, GenBank flatfile. [6]

FASTA

V dnesni dobé¢ je nejpouzivanéjsim formatem pro praci s biologickymi daty. Hodi se jak pro praci
s nukleotidovymi, tak 1 aminokyselinovymi sekvencemi. Neni pfili§ vhodny pro archivaci. Na
rozdil od wvnitinich formata databazi neumozinuje ulozit dodate¢né informace pro databazové
vyhledavani. To je na druhou stranu jeho vyhoda pii praci, jelikoz se da zapsat piimo
z klavesnice. Soubor ve formatu FASTA je textovym souborem, ktery zacCina na prvnim fadku
znakem > (Vétsi nez). Za timto znakem nasleduje ,,hlavicka®, ve které je obsazen nazev sekvence,
anotace a ruzné dalsi udaje, které nejsou obsazené ve vlastni sekvenci, jako napiiklad zdrojova
databaze apod. Nejdulezitéjsi Casti hlavicky je identifikator, ktery je reprezentovan skupinou
alfanumerickych znaka hned za znakem >. Tento identifikator je jedineény a musi byt v hlavicce
zahrnut, dal$i informace lze uz povazovat za volitelné. Za hlavickou pak nasleduje vlastni
sekvence ve formé surovych dat, ta by neméla obsahovat mezery ¢i prazdné radky. Velkou
vyhodou FASTA formatu je moznost spojit do jednoho souboru vice sekvenci, které pak mohou
byt zpracovany naraz. Podminkou ale je, aby byly vSechny sekvence bud’ nukleotidové, anebo
aminokyselinové, jelikoz FASTA neumoznuje piimo specifikovat typ sekvence. Nepiimo, coz
nekteré programy vyzaduji, je to mozné pomoci koncovky textového souboru, kde *.nt
oznacuje nukleotidovou sekvenci a * .aa sekvenci aminokyselin. DalSimi koncovkami mohou
byt napi: *.fa, *.fas, *.fasta, *.fsa a dalsi, nebot’ neexistuje zadny standard. V Tabulka 3

jsou vypsany identifikatory hlavicky FASTA pro nejpouzivanéjsi databaze. [28], [6]

Tabulka 3: Identifikatory v hlavicce FASTA pro nejpouzivanéjSi databaze

GenBank gilgi-number|gblaccession]|locus
EMBL Data Library gilgi-number|emb|accession]|locus
DDBJ, DNA Database of Japan gilgi-number|dbj|accession]|locus
NBRF PIR pir||entry

Protein Research Foundation prfl| | name

SWISS-PROT splaccession|name
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3.2. Hemoglobin

Je to Cerveny transportni metaloprotein, ktery pienasi kyslik v ¢ervenych krvinkach u obratlovcu
a nékterych dalsich zivo¢ichi. Jeho hlavni funkci je transport kysliku z plic do tkani a v opacném
sméru transport oxidu uhli¢itého. Jeho molekula se sklada z bilkovinné slozky globinu
a z prostetické skupiny hemu (pigment s obsahem Zzeleza). Globin je tvotfen 4 polypeptidovymi
fetézci. V aktivnich erytrocytech savcu hemoglobin tvoii 35 % obsahu. Prumérné mnozstvi
hemoglobinu v jednom erytrocytu je 28-32 pg.

U clovéka se béhem vyvoje vyskytuji razné typy hemoglobinu, maji stejny hem, lisi se ale

v bilkovinné slozce.

Hemoglobin dospélého typu (HbA)

Dospély clovék ho ma v erytrocytech piiblizné 98 %. HbA obsahuje 2 fetézce alfa (o), kazdy se
sklada ze 141 aminokyselin, a 2 fetézce beta (83), kazdy se sklada ze 146 aminokyselin. Je tvoren
z vétsi casti HbA, (neglykovany) a asi z 5 % HbA, (glykovany).

Hemoglobin dospélého typu (HbA2)

Také syntetizovan v dospélosti. Misto B podjednotek obsahuje dvé & podjednotky. Podili se 2,5 %

na celkovém hemoglobinu.

Fetalni hemoglobin (HbF)

Syntetizovan ve vét§im mnozstvi u plodu (u dospélych jen 0,5 %). Misto B podjednotek ma dve y

podjednotky. Ma vyssi afinitu ke kysliku.

alfa 2 globinovy fetézec beta 1 globinovy fetézec

HEM
(kruhova
molekula zeleza)

beta 2 globinovy fetézec

Obr. 17: Molekulova struktura hemoglobinu [21]

alfa 1 globinovy retézec
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Molekulova struktura hemoglobinu je zobrazena na Obr. 17. Kazdy monomer globinu
ma primarni strukturu, ktera je urCena pofadim aminokyselin. Dale je usporadan
do sekundarni struktury osmi a-helixt, oznatované pismeny A - H. Podle polarity
aminokyselin v globinu se molekula ve vodé usporada do terciarni struktury (hydrofobni
interakce). Kvartérni struktura urCuje prostorové usporadani jednotlivych podjednotek

tetrameru hemoglobinu a interakce mezi nimi (hydrofobni a iontové interakce). [16], [29], [12]
3.2.1. Geny pro globinové retézce

Skupina gent pfibuznych alfa genu

Nachazi se na 16. chromozomu. Lokus pro alfa globin je tetraplikovan: geny alfa;, alfa, a 2
pseudogeny — nefunkcni kopie alfa; a alfa, genu. Gen pro zeta globin je duplikovan: zeta +

pseudogen zeta.

Skupina gent pfibuznych beta genu

Nachazi se na 11. chromozomu. Jsou to gen beta, pseudogen beta, gen delta, gen gama G, gen

gama A, gen epsilon.

Mutace

Mutace beta genu postihuji u heterozygotu 50 % fetézct hemoglobinu (protoze je jen jeden gen
beta), mutace alfa genu postihuji jen 25 % molekul hemoglobinu (protoze jsou 2 kopie genu alfa).
Protoze fetézce alfa 1 beta jsou kodované geny na ruznych chromozomech, mutace poskozuji bud’

jen jeden, nebo druhy fetézec, nikdy ne oba soucasné. [16], [29], [12]
3.3. Cytochrom C oxidaza

Geny pro cytochrom C oxidazu jsou soucasti mitochondrialni DNA. Jeji strukturu mizeme vidét
na Obr. 18.

Je to velky transmembranovy komplex proteinu, ktery se jako posledni ucastni elektronového
transportu v mitochondrialnim dychacim fetézci. Tento enzym katalyzuje redukci kysliku na
vodu a dopravuje protony (protonova pumpa) pres biologickou membranu.

Primarni struktura se sklada z fetézce asi 100 aminokyselin a molekulova hmotnost je asi 12 000
daltoni. Mnoho organismu vys$iho fadu ma fetézec 104 aminokyselin. Soucasti komplexu
proteini u savcu je integralni membranovy protein slozeny z nékolika | kovovych® mist a 13
bilkovinnych podjednotek. Podjednotky I - II jsou syntetizované mitochondrii a zbylé
podjednotky I'V - XIII jsou kodované jadrem.
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Obr. 18: Schéma mitochondrialni DNA ¢lovéka

Funkce

Elektrony, které pochazeji ze zivin (citratovy cyklus, oxidace mastnych kyselin a anaerobni
glykolyza), pfeda kysliku pfes koenzym Q a cytochrom c. Redukuje ho 4 elektrony, pficemz
vzniknou 2 molekuly vody. Piitom uvolni energii pro syntézu adenozin-5'-trifosfatu (ATP). Jako
akceptor elektront v citratovém cyklu slouzi NADH, ktery se oxiduje na NAD+. Meziprodukty
pii redukci kysliku jsou volné radikaly - peroxid vodiku a superoxid, ty vSak zustavaji navazané
na enzym. Zjednodusené:
4 cytochrom C (red.) + O2+ 4 H+ =2 4 cytochrom C (oxid.) + 2 H20

Cytochrom ¢ se také podili na zahajeni apoptozy (fizené formy bunécné smrti, pouzivané k
usmrceni buriky v procesu vyvoje, v reakci na infekci nebo poskozeni DNA). Uvolnéni velkého
mnozstvi cytochromu ¢ do cytoplasmy vede k aktivaci proteaz, které jsou zodpoveédné za zniCeni

bunky.
Vyuziti
Cytochrom c je vyuzivan pi1t LLLT (Low-laserova terapie). Laserovy paprsek s vinovou délkou

blizici se infracervené oblasti pronika tkani, kde v bunkach zvysuje aktivitu cytochromu c, ¢imz

se zvySuje metabolicka aktivita a uvolni se vice energie potiebné pro bunku k regeneraci.
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4. Fuzzy klasifikace struktury DNA sekvenci

Z verejné pristupné databaze NCBI (ncbi.nlm.nih.gov) bylo vybrano 10 sekvenci, které koduji
hemoglobin, konkrétné beta-globin. [19] Tento kompletni soubor dat s pouzitymi sekvencemi je

uveden v priloze.

Tabulka 4: PouZzité sekvence

Homo Mus Mus Homo Homo Mus Mus Mus Bos Pan

sampiens | musculus | musculus | sampiens | sampiens | musculus | musculus | spretus | taurus | trogl.

Kazda z téchto sekvenci byla rozdélena na kodujici a nekddujici tseky. Exony o délce 499 bp
byly zarovnany. Introny mély riznou délku, proto byly zkraceny na piiblizné stejné useky a poté
také zarovnany s délkou 1780 bp.

U intronu 1 exonu byl nejprve spocitain GC podil (metoda popsana vyse), poté frekvence

dinukleotidu, a trinukleotidu (jednotlivych kodonu).
4.1. GC podil

Analyza pomoci GC podilu byla popsana jiz v kapitole 2.1. Vzorky byly projizdény oknem
o velikosti 50 nukleotidl, ¢imz byly ,,rozdéleny na jednotlivé fragmenty™ a pro kazdou pozici
okna spocitan GC podil. Ten byl pak zobrazen v histogramu, ktery sdruzil pozice okna se stejnym
GC podilem. Vysledky pro jednotlivé sekvence, jak v kodujicich tak v nekodujicich usecich,

muzeme vidét na nasledujicich histogramech.
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Obr. 19: Histogram obsahu GC v kédujicich (vlevo) a nekodujicich usecich (vpravo)

Z grafti na Obr. 19 je ziejmé, Ze obsahy GC se zna¢né 1isi. A to jak pro jednotlivé sekvence, tak
pro kodujici a nekodujici useky. Primérny obsah GC v intronech je 28,18, zatimco prumérny

obsah v exonech je 50,16. Navrzena hranice rozliSeni exonu a introni by tedy mohla byt

na hodnoté primeéru téchto dvou hodnot a to 39,2.
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4.2. Frekvence dinukleotidu

Byly spocitany pocty vyskytu jednotlivych dinukleotidd, jejichz Ciselné oznaceni je uvedeno
v tabulce 2.

Tabulka 5: Ciselné oznaéeni dinukleotidt

Cislo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Dinukleotid AA | AC [AG | AT |[CA|CC|CG | CT |GA|GC |GG |GT [ TA | TC | TG | TT

Z duvodu rozdilné délky exonu a introna byl pocet jednotlivych dinukleotidi vydélen souctem
vSech nalezenych dinukleotidi pro kazdou sekvenci zvlast. Tim byl ziskan jejich pomérny podil
vyskytu, viz. Tabulka 6 a Tabulka 7.

Tabulka 6: Priklad pro kédujici usek prvni sekvence
Dinukleotid AA|AC|(AG|AT | CA [CC|CG|CT|GA |GC |GG |GT |TA | TC |TG | TT
Pocet 17 | 32 | 43 | 14 | 57 (42 | 5 | 27 |21 |34 |34 |23 9 |25|30 |23
Pomérny vyskyt (39 |73(99 (3213196 |11 |62 |48|78 |78 5321|5769 |53

Tabulka 7: Piiklad pro nekodujici asek prvni sekvence

Dinukleotid AA |AC |AG | AT |[CA|CC|CG|CT |GA |GC|GG|GT | TA |TC |TG | TT
Pocet 175 | 52 | 91 | 114 | 72 | 51 | 6 | 52 | 74 | 37 | 35| 54 | 101 | 41 | 67 | 94
Pomérny vyskyt | 15,7 (4,7 |82 (102 (6,546 |05 [4,7]6,6|33(31[48] 91 [3,7]6,0]84

Tyto pomérné podily byly pro vSech 10 sekvenci vyneseny do sloupcového grafu oddélené pro
koédujici a nekddwjici tseky, viz. Priloha 1 a Priloha 2. Ztéchto vyskytd byl pro kodujici

i nekodujici usek spocitan pramér, ktery je vynesen také ve sloupcovém grafu na Obr. 20.

e Kadujici tusek [ ] Nekodujici usek

a 2 4 B g8 10 12 14 16
AAAC AGATCACCCGCTGAGC GG GTTATCTGTT

Procento vyskytu

0 2 4 6 8 10 12 14 15
Cislo dinukleotidu

Obr. 20: Prumérny vyskyt dinukleotidu v jednotlivych asecich
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Z pruméru je ziegjmé, Ze se exony a introny na mnoha mistech li$i. Na Obr. 20 vidime také
vyzna¢enou hranici prumérného tj. 6,25 procentniho vyskytu jednotlivych dinukleotidd (100 %
déleno 16 dinukleotidy = 6,25), podle které by bylo mozné rozdélit sekvence na kodujict
a nekodujici. Napf. u nukleotidi AA, AT a TT jsou hodnoty u nekddujiciho tseku nad touto
hranici a u kodujiciho pod touto hranici. U nukleotidi CC, GC a GG je tomu piesné naopak.

V nasledujicich tabulkach Tabulka 8 a Tabulka 9 jsou pak Cervené vyznaCeny nadpriumérné
hodnoty (vétsi nez 6,25) u kazdé sekvence. Dale je zde také spocitan pramér pro jednotlivé

dinukleotidy a také prumérna odchylka.

Tabulka 8: Pomérny vyskyt dinukleotidi v kédujicich asecich

Procento dinukleotidu [ AA [AC | AG |AT| CA [CC|[CG]| CT [GA[GC|GG [GT[TA[TC]| TG [ TT
Seq 1 39(73]99 [32]13,1]96|1,1]62 [48]78]78]53][21]57]6,9 |53
Seq 2 48|53 64 [41] 64 [801,1]108[64(89]89 |50]25(43]12,8[4,1
Seq 3 3,9(50(103[4,4]128(89|1,4] 62 (398983 |50]|25[6,7] 6,4 |53
Seq 4 53(55]62[30] 66 |78 1,1]10,0(55]|80]98|7,3]2,14,6][13,5(3,9
Seq 5 53(55]62[30]66|78|1,1]100[55][80]98]7,3]2,1/[4,6][135[3,9
Seq 6 50(53] 62 [43]66 [82|1,1]105(6,2](879,150]2543]12,8[4,1
Seq 7 485362 [43] 64 [84|1,1]105(6,2(82] 94 [53]274,6]12,6[4,1
Seq 8 53[50 62 |43] 62 80| 1,4]105]64]9,19,1]50]254,1]13,0[3,9
Seq 9 563770 [44]56|60|1,6]93]|67|88]93[63]23[39[13,5/60
Seq 10 495462 [27]62[671,3]/102]59]7,5[10,5]7,5]1,6|4,9][13,7]4,6
Prumér nukleotidu | 4,9 (53| 7,1 | 38| 7,7 | 8,0 | 1,3| 9,4 | 5,7 (84| 9,2 5923 ]4,8|11,9]4,5
Odchylka 0404 1,1 [06]1,9]06]01]1,2]06]04]05]09]02[05]19]0,6

Tabulka 9: Pomérny vyskyt dinukleotidii v nekodujicich usecich

Procento dinukleotidu | AA |[AC | AG | AT |CA|[CC|CG|CT|[GA[GC |GG |[GT|TA|TC|[TG]| TT
Seq 1 157|471 82 [10,2]6,5]4,6 | 0,5 [4,7]6,6 |33 ]3,1]48[9,1]3,7]6,0]| 8,4
Seq 2 69 (406368 6862058947 [42]49]63]|52[8,1]8,4]|11,7
Seq 3 13,8 6,3 104 7,0 | 7,6 | 4,4 0,4 [62]9,1 3,558 |34|63|45]|5.2] 6,1
Seq 4 12,0/ 49| 7.8 | 8,4 | 6,6 | 3,1| 0,4 74| 6,6 | 4,1 | 40 |50|78]52|7,1] 9,6
Seq 5 12,148 79 |83(6,5|3,0]0473]6640]42][51[79]51[7,1]96
Seq 6 69 (388168 7455058157 [4,1]4,7|64]|53[7,9]7,6]|11,2
Seq 7 7,0 (388,168 735605815741 46|64]|53[8,0][7,6]11,1
Seq 8 74 357375 6253038851 [39]5.1]59]|6,5|7,7]7,6]|11,9
Seq 9 85 4,772 |72 625908 8,1[7,0(3,5]|50]4,7|58[7,6]|7,1|10,8
Seq 10 11,2 4,6 | 7,4 | 94 | 4,9]2,5]0,6 6,227,527 |48 |6,1[8,0]4,6|9,0]10,5
Prumér nukleotidu | 10,2[ 4,5 | 7,9 | 7,8 | 6,6 | 4,6 | 0,5 | 7,4 | 6,5 | 3,8 | 4,6 | 54 6,7]6,2|7,3[10,1
Odchylka 25050609 05/1,0[0,1]09/08[03]05]07]1,1[1,5/0,7] 1,2
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4.3. Frekvence trinukleotidu

Obdobna analyza na stejnych sekvencich byla provedena 1 pomoci frekvenci trinukleotidu.
Na obrazcich v Ptiloha 3 a Piiloha 4 vidime pomérny vyskyt trinukleotidu v kodujicich
i nekodujicich tsecich pro jednotlivé sekvence.

Opét byl vypocitan prumér z jednotlivych sekvenci a ten byl vynesen do grafu s vyznacenou
hranici praméru 1,625 (vypocitano: 100 procent déleno 64 trinukleotidy) na Obr. 21.

B Kodujici dsek B Nekodujici sek

| R A I < O |

Procento wyskytu

0 10 20 30 40 &0 B0
Cislo trinukleotidu

Obr. 21: Priumérny vyskyt trinukleotidi v jednotlivych usecich

Zde jsou opét ziejmé rozdily ve vyskytu trinukleotidd. Napiiklad na pozici 1, 9, 11, 20, 48, 49,
52,54, 56, 60, 61, 62, 64 jsou nekodujici tseky nad prumérem, kodujici pod prumérem.

V tabulkach jsou pak svétle Cervené vyznaCeny nadprumérné hodnoty vétsi nez 1,625 u kazdé

sekvence. Z duvodu uspory mista zde nejsou uvedeny hodnoty, ale jen barevné vyznacen

nadpramérny vyskyt. Sytou Cervenou barvou jsou navic zvyraznény trinukleotidy, u kterych se

41



hodnoty v koédujici a nekodujici sekvenci 1iSi podstatné u vSech 10 sekvenci (hodnota nad
prahem). Analogicky nad sebou jsou u druhé sekvence podprahové hodnoty znazornény ¢ernym

ohrani¢enim.

Tabulka 10: Nadpriumérny vyskyt jednotlivych trinukleotidii v kédujicich uisecich

S1

S2

S3

s4

S5

S6

S7

S8

S9

S1

Tabulka 11: Nadpriimérny vyskyt jednotlivych trinukleotidii v nekédujicich uisecich
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4.4. Zhodnoceni vysledku

Z analyzy grafu je zieymé, ze vSechny navrzené metody rozliSeni kddujicich a nekddujicich useka
sekvenci maji razné vysledky.

U zjistovani obsahu GC bylo zjisténo, ze prumérny obsah GC v intronech je 28,18 %, zatimco
prumérny obsah v exonech je 50,16 %. Hranice proto byla navrzena 39,2 %, coz by mohlo byt
pro rozliSeni useku zcela dostate¢né.

U analyzy frekvenci oligonukleotidi vysledky jiz tak zieymé nejsou. Prah byl u obou metod
navrzen s ohledem na dostateCnou diskriminaci a to jako prumér vSech hodnot. Pokud bychom
u dinukleotidi zvolili napiiklad prah jako polovinu maxima, $lo by o hodnotu niz$i a z toho
davodu by méné rozdélila kodujici a nekoddujici tseky. V tomto piipadé by bylo také slozité
rozhodnout, jestli vzit hodnotu z absolutniho maxima nebo maxima z jedné skupiny. Pfi zvolené
hodnoté prahu algoritmus rozdélil 9 z 16 dinukleotidu s nadprahovou a podprahovou hodnotou
u intronu ¢i exonu. U trinukleotidi jsme proto postupovali stejné, 1 kdyz zde by polovina maxima
meéla hodnotu vyssi. Opét jsme 100 % podélili poctem trinukleotidu a to 64, vysledny prah tak
vySel 1,625. Zde prah rozdélil na prvni pohled 21 z 64 trinukleotidu.

V analyze se mohou vyskytovat i chyby, které mohou byt zpusobeny napiiklad Spatnym,
¢i rozdilnym sekvenovanim DNA, kdy maji sekvence riznou délku. V naSem souboru se to muze
projevit hlavné u nekddujicich tseku, které maji délku 952 —1386 bazi. Tyto rozdily se pak
projevi pii zarovnani pfidanim mezer a ty pak maji vliv na vysledné frekvence. Tomu se ovSem

snazilo ptredejit spocitanim pomérného vyskytu jen z poctu nalezenych oligonukleotida.
4.5. Urceni kédujicich a nekédujicich sekvenci

Pro dosazeni lepsich vysledkt byly navrzené metody rozliSeni kodwicich a nekddujicich useka
sekvenci spojeny v jednu funkci, ktera pomoci fuzzy funkce pfisluSnosti urci pfisluSnost
ke kodujici ¢1 nekodujici sekvenci pro kazdou metodu zvlast. Na jejich zakladé€ je nakonec
spocitana celkova prislusnost.

Fuzzy funkce vyuziva rovnice pro specialni piipad lichobéznikové funkce - R-funkce (3), kde a
je dolni hranice (nulova pfislusnost), a b je horni hranice (Uplna prislusnost). V nasem pripade

nastavena na 25 a 75 procent. Graf funkce s timto nastavenim je na Obr. 22.
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hodnota prislugnosti k mnoziné

1 1 1
0 10 20 30 40 50 B0 70 a0 a0 100
pOvodni hodnota

Obr. 22: Lichobéznikova R-funkce prislusnosti pouzita pro analyzu

Z predchozi analyzy byly zvoleny jednotlivé dinukleotidy a trinukleotidy, které se v kodujicich
a nekodujicich usecich nejvice 1i$i. Dinukleotidi bylo vybrano 8, mezi nimi jsou AA, AT, CC,
GC, GG, TA, TT, TG. Ctyfi z nich jsou vyss$i u exond a 4 u intronu.

Je spocitan prumér vyskytu vSech dinukleotidi a tim je stanovena hranice k rozdéleni. Pokud je

zadany dinukleotid nad touto hranici, je exonu ¢i intronu piipocten jeden bod.

Tabulka 12: Pocty bodi exonii a introni pro 10 kédujicich sekvenci

Pocty bodu jdou pak na vstup R-funkce pfislusnosti, pomoci které je vyjadieno, jakou prislusnost

k jednotlivym mnozinam maji. Parametry funkce jsou a=2, b=6. Ptiklad poc¢tu boda a z nich

vypocitanou prisluSnost mizeme vidét v nasledujici tabulce.
Tabulka 13: Ukazka vstupnich a vystupnich hodnot funkce prislu$nosti
1 2 3 4 5 6 7 8
0 0 0,1 0,3 0,5 0,7 1 1
Timto zpisobem je vyjadfeno jakou mirou se jedna o kddujici €1 nekddujici sekvenci na zakladé
vyskytu dinukleotidu.

Obdobnym zpusobem jsou spocitany trinukleotidy. Zde je vybrano 28 nejvice se liSicich

trinukleotidii a opét je urCena hranice prumérného vyskytu. Jsou spocitany body pro introny
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a body pro exony a pomoci funkce pfisluSnosti spocitana mira pfislu$nosti k exoniim ¢i intronim.

Parametry funkce je opét 25 a 75 procent tedy a=7, b=21.
Tabulka 14: Ukazka konkrétnich dat bodu intronu u trinukleotidi nekoédujici sekvence
23 22 20 22 22 26 25 23 22 23
1 1 0,93 1 1 1 1 1 1 1
Poslednim parametrem pro rozhodovani je obsah GC. Ten jde také na lichobéznikovou funkci

a vyjadiena prislusnost k mnoziné. Jelikoz pramér obsahu GC u naSich sekvenci byl 39 %, jsou
zde jako parametry zvoleny a=28, b=50.

Pfislusnosti z jednotlivych metod obsahu dinukleotidu, trinukleotidi a GC jsou zprumérovany

a tim je vyjadfena konec¢na pfislusnost k exoniim ¢i intronim, podle toho co chceme zkoumat.

Tabulka 15: Prislu$nost kodujicich sekvenci k exonum

Tabulka 16: PrisluSnost kodujicich sekvenci k intronum

Tabulka 17: P¥isluSnost nekodujicich sekvenci k exoniim
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Tabulka 18: P¥islusnost nekodujicich sekvenci k introniim

Z vysledku vyplyva, ze celkovou pfislusnost nad 90 % maji ke své skupiné intront nebo exont

vSechny sekvence.
4.6. Hledani kédujicich useku v sekvenci

Algoritmus pro uréovani exonu a intronu lze vyuzit pro zjiSténi pfiblizného umisténi v celé
sekvenci. Pfi ném je sekvence projizdéna oknem zadané délky a pro kazdé okno spocCitame miru
ptislusnosti dinukleotidu, trinukleotidd a obsahu GC. Vysledné hodnoty poté zavisi na volbé
délky okna a také opét na parametrech funkce prislusnosti. Na nasledujicich obrazcich vidime
nékolik ukazek vynesenych v grafu pro jednu sekvenci ( gi|224589802:5246696-5248301 Homo
sapiens chromosome 11, GRCh37.p10 Primary Assembly CDS(133..261,1112..1334,1465..1556))
a rozdilné délky okna. Cervené &ary znali zalatky kodujicich usekll a zelené &ary konce
koédujicich tseku, které byly ziskany z databaze EMBL. Modra ¢ara pak vyjadiuje piisluSnost
ke kodujicim Gsekam (1 uplna pfislusnost, O zadna). Graf na Obr. 23 je pro délku okna 20, na
Obr. 24 pro 40, na Obr. 25 pro 50, na Obr. 26 pro 60 a na Obr. 27 pro délku okna 80.
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Obr. 23: Graf prislusnosti k exoniim pro délku okna 20
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Obr. 24: Graf prislusnosti k exonim pro délku okna 40
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Obr. 25: Graf prislusnosti k exoniim pro délku okna S0

Tabulka 19: Citlivost rozliSeni exonu a intronu s meénici se délkou okna

1600

20 30 40 50 60 70 80 90 | 100 | 110 | 120 | 130

140

150

0,844 | 0,875 | 0,882 | 0,890 | 0,888 | 0,908 | 0,909 | 0,904 | 0,898 | 0,899 | 0,889 | 0,915

0,915

0,917

0,342 | 0,314 | 0,306 | 0,307 | 0,309 | 0,312 | 0,312 | 0,315 | 0,316 | 0,324 | 0,337 | 0,351

0,360

0,369

2,466 | 2,791 | 2,885 | 2,902 | 2,870 (2,914 | 2,912 | 2,870 | 2,840 | 2,772 | 2,643 | 2,603

2,544

2,486
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Obr. 26: Graf prislusnosti k exoniim pro délku ona 60
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Obr. 27: Graf prislusnosti k exoniim pro délku okna 80

Podle grafu to vypada, ze nejlepSiho rozliSeni je dosazeno u délky okna mezi 40 a 50. U okna
délky 20 jsou hodnoty roztristén€, protoze 20 sekvenci je dost kratky usek pro vypocet frekvenci
dinukleotidt, ¢i trinukleotidd. Z Tabulka 19 ovSem vyplyva, ze nejlepsi citlivosti rozliSeni je
dosazeno u délky okna 70. Okno délky nad 80 uz je méné diskriminativni v ohraniCeni za¢atka a
koncu useku. Z grafu s vétsi délkou okna je také vice vidét posunuti vuéi zacatkim a koncum
z divodu nabéhu okna. Proto je provedena korekce, kdy je sekvence posunuta o polovinu délky
okna doprava. Rozdil je vidét na Obr. 28 a Obr. 29, kdy prvni je bez korekce a druhy s korekci

posunuti sekvence.
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Obr. 28: Graf pro vyskyt exonii bez korekce
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Obr. 29: Graf pro vyskyt exonu s korekci posunuti (pro délku okna 50 posunuti o 25)

Pro lepsi prehlednost je mozné okno posunovat ne po 1 nukleotidu ale po 10, kdy ziskame ménée
hodnot. Mozné je také volit parametry vypoctu vysledné piislusnosti z 3 prislusnosti dil¢ich.
Doted byl vzdycky pouzit primér téchto 3 hodnot. Na nasledujicich grafech na Obr. 31, Obr. 33

vidime 1 hodnoty pro vybér minima a maxima.
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Obr. 30: Primér prislusnosti (okno délky 50 se skokem po 10)
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Obr. 31: Minimalni prisluSnost (okno délky 50 se skokem po 10)
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Obr. 32: Grafické vyjadreni pozice exonii z databaze NCBI u stejné sekvence
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Obr. 33: Maximalni prislu$nost (okno délky 50 se skokem po 10)

Na poslednim Obr. 34 je mozné vidét opacny piistup, a to vyhledani intronu tedy nekodujicich
casti sekvence. Vyhledani intront se také zda na prvni pohled piehlednési. Nejspise je to
zpusobeno jejich nékolikrat vétsi délkou. Na Obr. 32 je pak grafické vyjadfeni pozice exonu
z databaze NCBL
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Obr. 34: Vyhledani intronu ve stejné sekvenci (prum. prisl., okno délky 50 se skokem po 10)
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5. Fuzzy klasifikace sekvenci v DNA barcodingu

Soubor sekvenci

Zarovnani

Stanoveni evoluc¢nich

vzdalenosti

Distanéni matice

Normalizace vzdalenosti

Nastaveni
FUZZY

KLASIFIKACE

parametru fil
a fi2

Hodnoty FMF

Spocitani FMF=1 Sestrojeni dendrogramu

Urceni spravného a Rozdé¢leni sekvenci na

nespravného prirazeni jednotlivé druhy

Vypocet senzitivity,
specificity

Rozdéleni sekvenci na

jednotlivé druhy
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Vstupem je soubor sekvenci ve formatu fasta. Ty jsou nejprve zarovnany, je stanovena jejich
evolucni vzdalenost, ktera je vynesena do distancni matice. Hodnoty v této matici jsou
normalizovany a jdou na vstup fuzzy funkce, ktera provede fuzzy klasifikaci a podle nastavenych
parametru spo¢ita hodnoty FMF, které jsou opét v matici stejného rozméru. Prvni moznosti je
sestrojeni dendrogramu, z nichz muzeme vyc¢ist rozdéleni jednotlivych druhi. Druhou moznosti
vyuziti matice hodnot FMF je spocitani spravnych a nespravnych pfifazeni, poté senzitivity a

specificity rozdéleni na jednotlivé druhy.

5.1. Pouzité sekvence

Sekvence ryb

Analyza byla provedena na experimentalnim vzorku sekvenci ryb, konkrétné Actinopterygii of
Churchil.

Actinopterygii (Paprskoploutvi) je velmi pocetna tfida kostnatych ryb, tvorici vice nez polovinu
zijicich obratlovcd. Moderni systematika obvykle paprskoploutvé déli na tfi nadfady:
chrupav¢iti (Chondrostei), mnohokostnati (Neopterygii) a kostnati (Teleostei). Ttida ma piiblizné
42 tadu se 430 Celedémi a vice nez 23 000 druhu. Tato skupina ryb tvoii 96 % vsech ryb. Celé
dvé pétiny vSech paprskoploutvych tvofi sladkovodni druhy

Sekvence byly ziskany z vefejné pristupné databaze barcode sekvenci BOLD [3]. Set obsahuje
180 sekvenci 17 druhd.

Vrwe we

zivocichové (Animalia)
strunatci (Chordata)
obratlovci (Vertebrata)
ryby (Osteichthyes)
paprskoploutvi (Actinopterygii)
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Scorpaeniformes (Fad) (77)
Gasterosteiformes (fad) (69)
Cypniniformes (Fad) (22)
Perciformes (fad) (7)
Salmoniformes (Fad) (4)
Gadiformes (fad) (1)

E0EEEN

o
=a
1

. 35: Rozdéleni zastupcu do Fada v experimentalnim vzorku [3]

Tabulka 21: Pocet sekvenci jednotlivych druhii ryb

nizev druhu rad pocet sekvenci

Perciformes 3
Cypriniformes 8
Scorpaeniformes 7
Scorpaeniformes 1
Gasterosteiformes 48
Scorpaeniformes 17
Scorpaeniformes 11

Gadiformes

Perciformes

Scorpaeniformes

Scorpaeniformes 18
Scorpaeniformes 18
‘ Scorpaeniformes 4
Gasterosteiformes 21
Cypriniformes 14
Perciformes 3
Salmoniformes 4
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Sekvence ptaki

Sekvence byly ziskany z vefejné piistupné databaze barcode sekvenci BOLD [3]. Set obsahuje
127 sekvenci 10 druhd.

Ansenformes (Fad) (80)
Passenformes (fad) (25)
Sphenisciformes (Fad) (12)
Charadniformes (fad) (11)

Obr. 36: Rozdéleni sekvenci ptaku [3]

Tabulka 22: Pocet sekvenci jednotlivych druhi ptaka
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Sekvence hmyzu

Sekvence byly ziskany z vefejné piistupné databaze barcode sekvenci BOLD [3]. Set obsahuje
188 sekvenci 11 druht.

Bombus melanurus (druh) (61)
Bombus subterraneus (druh) (38)
Bombus distinguendus (druh) (26)
Bombus mongolensis (druh) (14)
Bombus personatus (druh)(13)
Bombus amurensis (druh) (10)
Bombus fragrans (druh) (8)

4 Others (18)

00 EENm

Obr. 37: Rozdéleni sekvenci Bumblebees [3]

Tabulka 23: Pocet sekvenci jednotlivych druhi hmyzu
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5.2. Vyhodnoceni spravnosti analyzy

Senzitivita testu

Senzitivita testu neboli citlivost testu nabyva hodnot od O do 1 (pfipadné 100 %) a
vyjadiuje Gspésnost, s niz test zachyti pritomnost sledovaného stavu u daného subjektu.

pocet skutetné pozitivnich

senzitivita = (13)

pocet skute¢né pozitivnich+pocet falesné negativnich

Specificita testu

Specificita testu vyjadiuje schopnost testu presné vybrat piipady, u nichz zkoumany znak

nenastava.

pocet skute¢né negativnich

specificita = (14)

pocet skutetné negativnich + pocet fale$né pozitivnich

ROC kfivka

ROC (Receiver Operating Characteristic) nam vlastné udava hodnoceni a optimalizaci
klasifikacniho systému (testu), ktery ukazuje vztah mezi specificitou a senzitivitou. Bod na ROC
kiivce odpovida hodnoté déliciho kritéria.

Test nebo diagnosticka metoda jsou tim uziteCnéjsi, ¢im vyssi je jejich senzitivita a specificita.
Nastavenim prahovych hodnot hledame na ROC kiivce kompromis mezi mnozstvim faleSné
pozitivnich a fale$né negativnich vysledku. Idealni ROC kiivka stoupa téméf svisle vzhuru
(uspésnost jde ke 100 % a mira chyb zastava blizko 0 %), teprve pak se zvySuje mira falesné
pozitivity. Naproti tomu, kdyz ROC kiivka stoupa po uhlopficce, znamena to, ze kazdé zlepsSeni
senzitivity je zaplaceno stejn€ vyznamnym zhorSenim specificity a test neni dobie navrzen.
Piiblizné zhodnoceni kvality testu podle plochy pod kiivkou 0,50 az 0,75 = opravnény, 0,75 az
0,92 =dobry, 0,92 az 0,97 = velmi dobry, 0,97 az 1,00 = vynikajici. [38]

Dale je v praci pocitana hodnota ROC max, ktera vyjadiuje nejlepsi spoleCné nastaveni
senzitivity a specificity, tzn. hodnota, ktera se nejvice blizi levému hornimu rohu ROC grafu.
Spocita se jako klasicka thlopficka obdélniku pomoci pythagorovy véty, kde jsou misto délek

stran dosazeny senzitivita a specificita.
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5.3. Klasifikace sekvenci

Soubor sekvenci byl po naclteni nejprve zarovnan pomoci skorovaci matice BLOSUMS3O0.
Vzdalenosti mezi jednotlivymi sekvencemi byly pocitany dvéma zpusoby. Prvnim je euklidovska
vzdalenost z vypocitanych denzit DNA se zadanou délkou okna a druhym je vypocet pomoci

bézné pouzivané metody Jukes-Cantor.
5.3.1. Vypocet fuzzy hodnot

Vzdalenosti vSech sekvenci, ziskanych v pfedchozim kroku, jsou normalizovany od 0 do 1
(podéleny maximalni hodnotou) a jdou na vstup funkce pfislusnosti, kterou jsou zkorigovany.
Vysledkem pro kazdou vzdalenost je hodnota FMF (fuzzy funkce pfislusnosti). Tato funkce je
definované v detailu podle rovnice 1. Jeji parametry ®1 a @2 je tfeba odhadnout dle konkrétniho
souboru dat. V nasem pripad€ byl pro ukazku pouzit 5-ty percentil pro vzdalenost v ramci druhu
a 95-ty pro mezidruhovou vzdalenost, ktery byl vybran na zakladé Castého pouzivani u DNA
barcodingu. Vysledkem je opét matice, ktera misto vzdalenosti obsahuje hodnoty FMF, tedy
hodnoty pfislusnosti pro jednotlivé sekvence. Pokud se FMF rovna 1, znaci to uplnou pfislusnost
sekvence ke druhé sekvenci, Cili zastupce k ostatnim zastupcum vramci druhu. Jelikoz
vzdalenosti pocitame tfemi zpusoby, vyjdou i tf1 distanéni matice FMF a to FMF-JC pro vypocet
vzdalenosti pomoci Jukes-Cantor, FMF-D15 pro vypocet euklidovskych vzdalenosti z distanci s
pouzitou délkou okna 15 a FMF-D30 pro vypocet euklidovskych vzdalenosti z distanci s
pouzitou délkou okna 30. Primér hodnot FMF se smérodatnou odchylkou mizeme vidét na Obr.
38.

Bl primér FMF jukes-cantor T smér. odchylka [ | primér FMF eukl. vzd. [ smér. odchylka

0 2 4

E. ‘”B_ . 10 12 14 16 18 "0 2 4 b ] 1o 12 14 16 18
Zivogidny druh Zivogisny druh

Obr. 38: Prumér FMF se smérodatnou odchylkou pro FMF-JC vlevo a FMF-D30 vpravo
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Na obrazcich jsou vyneseny prumérné hodnoty FMF v ramci jednotlivych 17 druht s vyzna¢enou
smérodatnou odchylkou pro FMF-JC a pro FMF-D30. Tyto hodnoty jsou pro jednotlivé druhy

prehlednéji zaznamenany 1 v nasledujici Tabulce.

Tabulka 24: Porovnani pramérnych hodnot pro JC a Euklidovké vzdalenosti

FMEF-JC FMF-D30
prumér | smér. pocet | FMF<O0, FMF£1 prumér SIMET. pocet FMF<09 | FMF#L

FMF odch. | sekvenci 9 FMF odch sekvenci
1 0 3 0 0 1 0 3 0 0
1 0 8 0 0 1 0 8 0 0
1 0 7 0 0 1 0 7 0 0
1 0 1 0 0 1 0 1 0 0

0,972 | 0,096 48 2 6 0,958 0,139 48 2 7
1 0 17 0 1 1 0 17 0 1
1 0 11 0 0 1 0 11 0 0
1 0 1 0 0 1 0 1 0 0
1 0 1 0 0 1 0 1 0 0
1 0 1 0 0 1 0 1 0 0
1 0 18 0 0 1 0 18 0 0

0,998 | 0,005 18 0 2 0,995 0,013 18 0 2
1 0 4 0 0 1 0 4 0 0
1 0 21 0 0 1 0 21 0 1
1 0 14 0 0 1 0 14 0 2
1 0 3 0 0 1 0 3 0 0
1 0 4 0 0 0,998 0,002 0 1

V tabulce je také zaznamenan pocet sekvenci jednotlivych druhii a pocty sekvenci, které v ramci
druhu neodpovidaji Gplné prislusnosti (FMF#1) a ty, které maji prislusnost ke svému druhu
mensi nez 90 %

! )
Obr. 39: Cervené vyznafeni FMF=1 na celém souboru 180 sekvenci (Euklidovska vzdalenost)
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Obr. 40: Modré vyznaceni FMF=1 na celém souboru 180 sekvenci (vzdalenost Jukes-Cantor)

Jak vidime zObr. 39 a Obr. 40, sekvence byly sefazeny abecedné podle nazva druhu,
tzn. zastupci stejného druhu jsou vedle sebe. Matici FMF hodnot prochazi cyklus, ktery spocita
kolikrat je kazda sekvence zafazena jako stejna s ostatnimi (FMF=1). Jsou spocitany spravné
i Spatné piifazeni. V nasledujici tabulce vidime piiklad spocitanych spravnych a Spatnych

piifazeni FMF-JC pro parametry ¢1=0,1 a 92 =0,9 na ¢asti sekvenci:

Tabulka 25: Piiklad pocitani uspésnych a netaspéSnych prirazeni

1 1 1 1 1 1 1 1 1 2

18 | 18 | 18 | 18 | 18 | 18 | 18 | 18 | 18 | 11

18 | 18 | 17 | 17 | 17 | 17 2 17 | 17 | 11

18 | 18 | 17 | 17 | 17 | 17 1 17 | 17 | 11

S| | b= =
S| | - -
= e N =] 0

0 0 0 0 0 0 1 0 0 0

Pocty spravné a nespravné piifazenych sekvenci jsou v ramci kazdého druhu secteny a vypocitan
jejich pramér pro druh jako celek. Z téchto hodnot je spocitana také senzitivita a specificita
rozliSeni.

V nasledujici tabulce jsou vidét hodnoty spocitané pro nastaveni ¢1=0,05 a @2 =0,95
ze vzdalenosti FMF-JC.

Z vysledku v Tabulce 23 vidime, ze senzitivita 1 specificita jsou na dobré urovni, skoro u vSech
druht se blizi jedné. Pro ukazku jsou v dalsi tabulce zobrazeny vypocitané hodnoty pro rozdilné
parametry a to @1=0,4 a ¢2 =0,6. V tomto pfipadé uz dochazi k mnoha pfifazenim sekvenci

k jinym druhtim, a tim je zpasobeno zhorSeni jak senzitivity, tak specificity.
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Tabulka 26: Zobrazeni rozlozeni FMF v ramci vSech 180 sekvenci pri ¢1=0,05 a ¢2 =0,95

3,00 3,00 3,00
8,00 8,00 8,00 1,00

7,00 7,00 7,00

1,00 1,00 1,00

48,00 42,17 42,17 0,00 0,88 1,00
17,00 17,00 17,00

11,00 11,00 11,00

1,00 1,00 1,00 1,00

1,00 1,00 1,00

1,00 2,00 1,00 1,00 0,99
18,00 18,00 18,00 0,00

18,00 16,17 16,11 0,06 0,90

4,00 4,00 4,00

21,00 21,00 21,00 1,00
14,00 14,00 14,00 0,00 1,00

3,00 3,00 3,00

4,00 4,00 4,00

Tabulka 27: Zobrazeni rozlozeni FMF v ramci celého setu 180 sekvenci pii ¢1=0,4 a 92 =0,6

3,00 3,00 3,00 0,00 1,00
8,00 8,00 8,00 0,00 1,00 1,00
7,00 8,00 7,00 1,00 0,99
1,00 8,00 1,00 7,00 0,96
48,00 44,42 44,42 0,00 0,93 1,00
17,00 17,00 17,00 0,00 1,00
11,00 49,27 11,00 38,27 0,77
1,00 1,00 1,00 0,00 1,00
1,00 4,00 1,00 3,00 0,98
1,00 37,00 1,00 36,00 0,80
18,00 52,00 18,00 34,00 1,00 0,79
18,00 50,72 18,00 32,72 0,80
4,00 50,00 4,00 46,00 0,74
21,00 21,00 21,00 0,00 1,00
14,00 14,00 14,00 0,00 1,00
3,00 4,00 3,00 1,00 0,99
4,00 4,00 4,00 0,00 1,00
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5.3.2. Analyza nastaveni parametri FMF

Abychom dokazali urCit optimalni nastaveni pouzivané fuzzy funkce prislusnosti, je senzitivita
a specificita rozliSeni spocitana pro rizné nastaveni @1 a 2. Za @1 jsou dosazovany hodnoty od
0,5 do 0 s krokem 0,05 a zaroveni za @2 hodnoty od 0,5 do 1 se stejnym krokem. To muzeme
vidét také v nasledujicich tabulkach. Hodnoty senzitivity a specificity jsou vypocteny
zprumérovanim senzitivity a specificity pro jednotlivé druhy, tak jak bylo pocitano vyse.

V fadku ROC max je pak vyjadien nejlepsi ,,pomér specificity a senzitivity. Posledni sloupec,

kdy je nastaveni ¢1=0 a ¢2=1, vyjadiuje hodnoty bez pouziti FMF.

Tabulka 28: Senzitivita a specificita pro FMF-D15

0,50 | 045 | 0,40 | 035 | 0,30 | 025 | 0,20 | 0,15 | 0,10 | 0,05 | 0,00
0,50 | 055 | 0,60 | 0,65 | 0,70 | 0,75 | 0,80 | 0,85 | 0,90 | 0,95 | 1,00
56,30 | 41,72 | 32,53 | 28,33 | 27,02 | 25,52 | 22,16 | 21,92 | 21,41 | 18,79 | 10,27
2271 | 22,66 | 22,19 | 22,16 | 22,12 | 22,12 | 22,12 | 21,91 | 21,40 | 18,79 | 10,27
3359 | 19,07 | 10,34 | 6,18 | 4,90 | 340 | 0,03 | 0,01 | 0,01 | 0,00 | 0,00
0,998 | 0,998 | 0,996 | 0,995 | 0,995 | 0,995 | 0,995 | 0,989 | 0,987 | 0,921 | 0,632
0,827 | 0,889 | 0,931 | 0,957 | 0,968 | 0,982 | 0,999 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
1,296 | 1,336 | 1,363 | 1,381 | 1,388 | 1,398 - 1,406 | 1,405 | 1,359 | 1,183

Z tabulky je vidét, Ze nejlepsi hodnoty ROC max a to 1,41 ma pro FMF-D15 nastaveni ¢1=0,2

a 2=0,8

Tabulka 29: Senzitivita a specificita pro FMF-D30

05 | 045 | 04 | 035 | 03 | 025 | 02 | 0,15 | 0,1 | 005 0
05 | 055 | 06 | 065 | 07 | 075 | 08 | 085 | 09 | 095 1
137,03 | 97,68 | 43,14 | 31,83 | 27,73 | 26,04 | 24,66 | 21,87 | 21,30 | 18,10 | 10,27
22,66 | 2221 | 22,16 | 22,12 | 22,12 | 22,12 | 22,11 | 21,86 | 21,29 | 18,10 | 10,27
11438 | 7547 | 20,99 | 9,71 | 561 | 3,92 | 254 | 0,01 | 0,01 | 0,00 | 0,00
0,998 | 0,996 | 0,995 | 0,995 | 0,995 | 0,995 | 0,995 | 0,989 | 0,979 | 0,907 | 0,632
0,346 | 0,603 | 0,873 | 0,939 | 0,960 | 0,977 | 0,990 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
1,056 | 1,164 | 1,324 | 1,368 | 1,383 | 1,395 | 1,404 - 1,399 | 1,350 | 1,183

Pro FMF-D30 je nejlepsi hodnota ROC max 1,406 pro nastaveni ¢1=0,15 a ¢2=0,85.
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Tabulka 30: Senzitivita a specificita pro FMF-JC

0,50 0,45 0,40 035 | 030 | 0,25 | 0,20 | 0,15 | 0,10 | 0,05 | 0,00

0,50 0,55 0,60 065 | 0,70 | 0,75 | 0,80 | 085 | 090 | 0,95 | 1,00

171,28 | 145,06 | 96,19 | 61,58 | 44,27 | 33,14 | 29,41 | 25,90 | 24,53 | 19,77 | 10,27

23,13 22,69 | 22,62 | 22,19 | 22,12 | 22,12 | 22,12 | 22,12 | 21,84 | 19,76 | 10,27

148,14 | 122,37 | 73,57 | 39,39 | 22,14 | 11,02 | 7,29 3,78 2,69 0,01 0,00

1,000 | 0,998 | 0,998 | 0,996 | 0,995 | 0,995 | 0,995 | 0,995 | 0,989 | 0,961 | 0,632

0,069 | 0,225 | 0,500 | 0,780 | 0,879 | 0,927 | 0,954 | 0,983 | 0,990 | 1,000 | 1,000

1,002 | 1,023 | 1,116 | 1,265 | 1,328 | 1,360 | 1,378 _ 1,387 | 1,183

Pro FMF-JC je nejlepsi hodnota ROC max 1,399 stejna pii dvou nastavenich ¢1=0,15 a ¢2=0,85
a pi1 nastaveni ¢1=0,1 a ¢2=0,9.

Analyza sekvenci ptaku

Vypocet senzitivity a specificity pro rizné nastaveni @1 a @2 u 127 sekvenci ptakt, rozdélenych
do 10 druha. Jejich rozdéleni je vidét z grafu na Obr. 36.

Tabulka 31: Senzitivita a specificita pro FMF-D15

0,50 0,45 0,40 0,35 0,30 0,25 0,20 0,15 0,10 0,05 0,00

0,50 0,55 0,60 0,65 0,70 0,75 0,80 0,85 0,90 0,95 1,00

74,83 | 64,37 | 56,69 | 56,26 | 55,88 | 55,17 | 54,04 | 48,31 | 33,00 | 20,53 | 7,16

5527 | 5527 | 55,20 | 55,13 | 54,98 | 54,35 | 53,39 | 47,93 | 32,83 | 20,50 | 7,16

19,56 | 9,10 1,48 1,13 0,90 0,82 0,65 0,38 0,17 0,03 0,00

1,000 | 1,000 | 0,954 | 0,944 | 0,941 | 0,849 | 0,821 | 0,796 | 0,707 | 0,555 | 0,399

0,838 | 0,902 | 0,952 | 0,960 | 0,967 | 0,969 | 0,973 | 0,985 | 0,995 | 0,999 | 1,000

1,305 | 1,347 | 1,348 | 1,346 - 1,288 | 1,273 | 1,267 | 1,220 | 1,143 | 1,077

Pro FMF-D15 vysel nejlepsi ROC max pro ¢1=0,3 a ¢2=0,7.

Tabulka 32: Senzitivita a specificita pro FMF-D30

0,50 0,45 0,40 0,35 0,30 0,25 0,20 0,15 0,10 0,05 0,00

0,50 0,55 0,60 0,65 0,70 0,75 0,80 0,85 0,90 0,95 1,00

86,10 | 7927 | 69,82 | 58,92 | 5598 | 54,73 | 52,72 | 45,76 | 31,52 | 20,34 | 7,16

5527 | 5527 | 55,19 | 55,08 | 54,92 | 53,91 | 52,04 | 45,39 | 31,36 | 20,31 | 7,16

30,83 | 24,00 | 14,63 | 3,84 1,06 0,82 0,68 0,36 0,16 0,03 0,00

1,000 | 1,000 | 0,946 | 0,943 | 0,860 | 0,847 | 0,816 | 0,784 | 0,701 | 0,554 | 0,399

0,745 | 0,814 | 0,874 | 0,936 | 0,963 | 0,969 | 0,973 | 0,985 | 0,995 | 0,999 | 1,000

1,247 | 1,289 | 1,288 - 1,291 | 1,287 | 1,270 | 1,259 | 1,217 | 1,143 | 1,077
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Pro FMF-D30 vysel nejlepsi ROC max pro ¢1=0,35 a ¢2=0,65.

Tabulka 33: Senzitivita a specificita pro FMF-JC

0,50 0,45 0,40 0,35 0,30 0,25 0,20 0,15 0,10 0,05 0,00
0,50 0,55 0,60 0,65 0,70 0,75 0,80 0,85 0,90 0,95 1,00
84,80 | 78,81 | 70,29 | 60,48 | 55,72 | 54,97 | 52,97 | 47,03 | 32,65 | 20,72 | 7,16
55,27 | 55,27 | 55,20 | 55,09 | 54,53 | 53,99 | 52,12 | 46,32 | 32,29 | 20,67 | 7,16
29,53 | 23,54 | 15,09 | 5,39 1,20 0,98 0,85 0,71 0,36 0,05 0,00
1,000 | 1,000 | 0,954 | 0,944 | 0,852 | 0,841 | 0,822 | 0,797 | 0,712 | 0,566 | 0,399
0,766 | 0,826 | 0,875 | 0,938 | 0,959 | 0,965 | 0,968 | 0,975 | 0,988 | 0,999 | 1,000
1,259 | 1,297 | 1,294 - 1,283 | 1,280 | 1,270 | 1,259 | 1,218 | 1,148 | 1,077

U FMF-JC vysly hodnoty podobné jako pro FMF-D30.

senzitivita

o 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1

o 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1

1-specificita

Obr. 41: ROC kfivky pro FMF-D15, FMF-D30 a FMF-JC

Na Obr. 41 vidime ROC kiivky pro jednotlivé piipady vypocta.

0 01 02 03 04 05 06 07 08 09

Tabulka 34: Seznam druhu a hodnoty pro jednotlivé druhy pro nejlepsi senzitivitu a specificitu
(91=0,35 a ¢2=0,75)

1

80,00 80,00 80,00 0,00 1,000 1,000
5,00 8,00 3,40 4,60 0,680 0,962
3,00 7,33 2,33 5,00 0,778 0,960
4,00 10,00 4,00 6,00 1,000 0,951
3,00 10,00 3,00 7,00 1,000 0,944
5,00 9,80 5,00 4,80 1,000 0,961
1,00 10,00 1,00 9,00 1,000 0,929
1,00 9,00 1,00 8,00 1,000 0,937

23,00 23,09 22,65 0,43 0,985 0,996
2,00 7,00 2,00 5,00 1,000 0,960
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Analyza sekvenci hmyzu

Vypocet senzitivity a specificity pro rizné nastaveni ¢l a ¢2 u souboru sekvenci Bumblebees
obsahujicim 188 sekvenci 11 druhti znazornénych na Obr. 37

Tabulka 35: Senzitivita a specificita pro FMF-JC

0,5 0,45 0,4 0,35 0,3 0,25 0,2 0,15 0,1 0,05 0

0,5 0,55 0,6 0,65 0,7 0,75 0,8 0,85 0,9 0,95 1

151,17 | 137,98 | 128,17 | 115,34 | 10522 | 74,51 | 4541 | 30,45 | 2224 | 1568 | 7,33

32,07 | 31,00 | 30,86 | 30,05 | 29,58 | 27,17 | 24,66 | 24,20 | 22,00 | 15,68 7,33

119,10 | 106,97 | 97,31 | 8530 | 75,64 | 47,34 | 20,75 6,25 0,24 0,00 0,00

0,990 | 0,976 | 0,975 | 0,962 | 0,934 | 0,902 | 0,775 | 0,745 | 0,692 | 0,648 | 0,435

0,230 | 0,314 | 0,380 | 0,470 | 0,534 | 0,717 | 0,849 | 0,931 | 0,997 | 1,000 | 1,000

1,017 | 1,025 | 1,047 | 1,070 | 1,076 | 1,153 | 1,150 | 1,192 - 1,192 | 1,090

Zde vysel nejlepsi ROC max pro nastaveni ¢1=0,1 a ¢2=0,9 a v nasledujici tabulce jsou pro toto
nastaveni vyneseny hodnoty senzitivity a specificity pro jednotlivé druhy.

Tabulka 36: Seznam druhii a hodnoty pro jednotlivé druhy pro nejlepsi senzitivitu a specificitu
(91=0,1 a ¢2=0,9)

8,00 2,25 2,25 0,00 0,28 1,00
4,00 9,00 4,00 5,00 1,00 0,97
5,00 5,00 5,00 0,00 1,00 1,00
8,00 5,13 5,00 0,13 0,63 1,00
26,00 15,85 15,08 0,77 0,58 0,99
1,00 1,00 1,00 0,00 1,00 1,00
7,00 4,14 4,14 0,00 0,59 1,00
57,00 37,18 37,18 0,00 0,65 1,00
10,00 6,70 6,60 0,10 0,66 1,00
12,00 5,50 5,50 0,00 0,46 1,00
38,00 28,95 28,95 0,00 0,76 1,00

Spole¢na analyza sekvenci ryb a hmyzu

Vypocet senzitivity a specificity pro rizné nastaveni @1 a @2 byl vyzkouSen 1 na spojeni 2 setu
odlisnych sekvenci. V tomto pfipadé vySe popisovanymi sekvencemi ryb a hmyzu. Tento
souhrnny set obsahoval 368 sekvenci 28 druhti. ROC max vySlo nejvyssi u nastaveni parametra
@1=0,1 a ¢2=0,9. V tabulce 37 vidime, Ze u ruznych druhl vychazela senzitivita a specificita

ruzné. Nelze pozorovat néjaky trend rastu hodnot napiiklad s poctem sekvenci.
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Tabulka 37: Senzitivita a specificita pro FMF-JC

0,5 0,45 0,4 0,35 0,3 0,25 02 [015] 01 [005] o

0,5 0,55 0,6 0,65 0,7 0,75 08 | 085 | 09 [ 095 1
176,55 | 176,36 | 173,60 | 155,18 | 123,61 | 111,42 | 103,20 | 92,43 | 71,86 | 29,79 | 8,81
28,07 | 28,06 | 27,58 | 2594 | 2343 | 21,69 | 19,87 | 17,94 | 1594 | 11,66 | 4,78
148,48 | 148,30 | 146,01 | 129,24 | 100,19 | 89,73 | 83,33 | 74,49 | 55,92 | 18,12 | 4,03
0,987 | 0,987 | 0,982 | 0,962 | 0,916 | 0,899 | 0,892 | 0,875 | 0,825 | 0,710 | 0,477
0,524 | 0,524 | 0,529 | 0,574 | 0,656 | 0,686 | 0,706 | 0,745 | 0,811 | 0,931 | 0,980
1,117 | 1,117 | 1,116 | 1,120 | 1,127 | 1,131 | 1,138 | 1,150 | 1,156 -@

Tabulka 38: Seznam druhii a hodnoty pro jednotlivé druhy pro nejlepsi senzitivitu a specificitu
(91=0,1 a ¢2=0,9)

3,00 3,00 3,00 0,00 1,00 1,00
8,00 7,00 3,75 3,25 0,47 0,99
7,00 51,86 7,00 44,86 1,00 0,87
1,00 33,00 1,00 32,00 1,00 0,91
48,00 35,13 16,50 18,63 0,34 0,94
17,00 51,47 11,71 39,76 0,69 0,88
11,00 51,00 7,73 4327 0,70 0,87
1,00 62,00 1,00 61,00 1,00 0,83
1,00 62,00 1,00 61,00 1,00 0,83
1,00 2,00 1,00 1,00 1,00 1,00
18,00 53,72 14,67 39,06 0,81 0,88
18,00 38,17 7,33 30,83 0,41 0,91
4,00 6,50 2,00 4,50 0,50 0,99
21,00 34,24 14,05 20,19 0,67 0,94
14,00 34,57 9,00 25,57 0,64 0,93
3,00 30,67 1,67 29,00 0,56 0,92
4,00 33,75 2,50 31,25 0,63 0,91
8,00 7,88 6,25 1,63 0,78 1,00
4,00 7,00 4,00 3,00 1,00 0,99
5,00 21,00 1,80 19,20 0,36 0,95
8,00 38,63 6,00 32,63 0,75 0,91
26,00 41,08 21,92 19,15 0,84 0,94
1,00 45,00 1,00 44,00 1,00 0,88
7,00 44,57 7,00 37,57 1,00 0,89
57,00 16,98 13,39 3,60 0,23 0,99
10,00 14,70 8,20 6,50 0,82 0,98
12,00 13,67 4,00 9,67 0,33 0,97
38,00 15,16 13,37 1,79 0,35 0,99
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5.3.3. Sestrojeni dendrogramu

Z hodnot FMF je mozné sestrojit dendrogramy. Na nasledujicich obrazcich vidime dendrogramy
sestavené pomoci UPGMA [25] pro vzdalenosti sekvence. Pro lepsi prehlednost jen pro 3 druhy
ato Myoxocephalus quadricornis, Myoxocephalus scorpioides, a Myoxocephalus scorpius.
V prvnim pfipad€ sestrojené ze vzdalenosti bez pouziti FUZZY funkce v druhém piipadé s jejim

pouzitim s nastavenymi hodnotami ¢1=0,1 a ¢2=0,9.

Myoxocephalus scorpioides119
hyoxocephalus scorpioides? 27

—Myoxocephalus scorpinides? 26
—hyoxocephalus scorpinides1 24
—\Myoxocephalus scarpioides! 23
—\Myoxocephalus scorpioides? 22
—Myoxocephalus scorpioides? 21
—Myoxocephalus scarpioides1 20
Myoxocephalus scorpioides118
Myoxocephalus scorpioidest17
Myoxocephalus scorpinides?28
hyoxocephalus scorpioides? 29
—\Myoxocephalus scarpicides130
Myoxocephalus scorpioidest 31
Myoxocephalus scorpioidest 32
—\Myoxocephalus scarpioides1 33

hyoxocephalus scorpioidest 34

Myoxocephalus quadricornis105
hyoxocephalus quadricarnis1 16
Myoxacephalus quadricarnis1a

—\Myoxocephalus quadricornis114
Myoxocephalus quadricarnis112
Myoxocephalus quadricarnis111

—\Myoxocephalus quadricornis110
Myoxocephalus quadricornis1 09

. Myoxocephalus quadricornizs108
Myoxocephalus quadricarnis107
Myoxocephalus quadricarnis1 06

—\Myoxocephalus quadricornis103

L——n

Myoxocephalus quadricarnis102
Myoxocephalus quadricarnis101
—\Myoxocephalus quadricornis99
Myoxocephalus quadricorni=s100
Myoxocephalus quadricornis113
L o Myoxocephalus quadricornis104
hyoxocephalus scorpius1 38
r{g —\Myoxocephalus scarpiust 35
~[ —\Myoxocephalus scarpiust 37
—————=0a
—n
|

—\Myoxocephalus scarpiust 36
—hyoxocephalus9a
—Myoxocephalus scorpinides? 25

1 1 1 1 1 1
n 0.1 nz 0.3 0.4 n.a 0.6

Obr. 42: Dendrogram metodou JC bez pouziti FMF

Na Obr. 42 je dendrogram sestrojeny ze vzdalenosti JC a na nasledujicim Obr. 43 sestrojeny
z FMF-JC.
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hyoxocephalus scorpioides119
hyvoxocephalus scorpioides1 27
Myoxocephalus scorpioides128
Myoxocephalus scorpinides126
hyoxocephalus scorpioides129
Myoxocephalus scorpioides124
Myoxocephalus scorpioides123
Myoxocephalus scorpioides! 22
hyvoxocephalus scorpioides1 21
—hyoxocephalus scorpioides120
hyoxocephalus scorpioides118
hyvoxocephalus scorpioides117
hiyvoxocephalus scorpioides130
—Myoxocephalus scorpioides131
. 4 —Myoxocephalus scarpioides1 32
hyvoxocephalus scorpioides133
Myoxocephalus scorpioides134
—Myoxocephalus quadricarnis113
Myoxocephalus quadricarnis1 16
hiyvoxocephalus quadricormis1 15
Myoxocephalus guadricornis114
—Myoxocephalus quadricarnisl 12
hyvoxocephalus quadricornis? 11
hyoxocephalus quadricornis1 10
hyoxocephalus quadricormis1 09
—Myoxocephalus quadricarnis1 08
hiyvoxocephalus quadricornis1 07
hiyvoxocephalus quadricornis1 06
Myoxocephalus quadricornis1 05
Myoxocephalus quadricornis1 03
hiyvoxocephalus quadricornis1 02
Myoxocephalus quadricormis1 01
& —Myoxocephalus quadricarnisd4
hyoxocephalus quadricornis1 00
—Myoxocephalus quadricarnis1 04
2. hyoxocephalus scorpius1 26
—Myoxocephalus scarpius1 35
§ —Myoxocephalus scorpius1 37
—Myoxocephalus scorpius13a
{E —Myoxocephalus98
—Myoxacephalus scarpioides1245

I I I I I I I I
n 0.1 n.z 0.3 0.4 0.4 0.6 0.7

Obr. 43: Dendrogram metodou JC s pouzitim FMF

Na dalSich dvou obrazcich Obr. 44, Obr. 45 je to samé, v tomto piipadé pro euklidovské
vzdalenosti z denzit s délkou okna 30. V prvnim pfipad€ bez pouziti FMF a v druhém s pouzitim
FMF(FMF-D30).
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0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

0.6

Myoxocephalus9a
Myoxocephalus scorpinides 25
Myoxocephalus scorpioides119
Myoxocephalus scorpioides! 27
Myoxocephalus scorpioidest 26
hyoxocephalus scorpioides] 24
hyoxocephalus scorpioides? 23
Myoxocephalus scorpinides! 22
Myoxocephalus scorpinides! 21
Myoxocephalus scorpinides1 20
Myoxocephalus scorpinides118
Myoxocephalus scorpioides?17
hivoxocephalus scorpioides! 28
hivoxocephalus scorpioides! 28
hivoxocephalus scorpioides1 30
hivoxocephalus scorpioides 31
Myoxocephalus scorpioides! 32
Myoxocephalus scorpioides1 33
Myoxocephalus scorpioidest 34
Myoxocephalus gquadricornis1 05
hyoxocephalus quadricornis1 16
hyoxocephalus quadricarnis11a
hyoxocephalus quadricornis114
hiyoxocephalus quadricornis112
hiyvoxocephalus gquadricarnist 11
Myoxocephalus guadricormis110
Myoxocephalus guadricornis109
Myoxocephalus gquadticarnis 08
Myoxocephalus quadricarnis 07
Myoxocephalus quadricarnis 0B
hivoxocephalus guadricarnis03
hyvoxocephalus guadricarnis102
hyvoxocephalus guadricarnis? 01
Myoxocephalus guadricormisSs
Myoxocephalus guadricornis 00
Myoxocephalus quadricornis?13
Myoxocephalus gquadricornis104
Myoxocephalus scorpiust 38
hiyvoxocephalus scorpiusi3s
hiyvoxocephalus scorpius1 3y
hivoxocephalus scorpius] 36

Obr. 44: Dendrogram metodou Euklidovské vzdalenosti bez pouziti FMF
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Myoxocephalus9s
hivoxocephalus scorpioides] 25
myoxocephalus scorpioides119
hivoxocephalus scorpioides] 27
hyvoxocephalus scorpioides] 26
Myoxocephalus scorpioidest 24
hyoxocephalus scorpioides? 23
Myoxocephalus scorpioides? 22
hyoxocephalus scorpioides? 21
hyoxocephalus scorpioides? 20
Myoxocephalus scorpioides118
hivoxocephalus scorpioidesi17
hyoxocephalus scorpioides? 28
hivoxocephalus scorpioides?29
hiyvoxocephalus scorpioides130
Myoxocephalus scorpioides? 31
hivoxocephalus scorpioides] 32
Myoxocephalus scorpioides133
hyoxocephalus scorpioides] 24
Myoxocephalus quadricarnis104
Myoxocephalus quadricarnis116
—\hyoxocephalus guadricarnis114
—Myoxocephalus quadricornis114
—hyoxocephalus quadricarnis1i2
—hyoxocephalus quadricarnis 11
—Myoxocephalus quadricornis110
—hyoxocephalus quadricarnis109
—Myoxocephalus quadricornis108
—hyoxocephalus quadricarnis107
—hiyoxocephalus quadricarnis1 06
—Myoxocephalus quadricornis103
—hyoxocephalus quadricarnis102
—Myoxocephalus quadricornis1 01
—hyoxocephalus gquadricarnis99
hyoxocephalus quadricarnis1 00
Myoxocephalus quadricarnis113
hyoxocephalus quadricornis1 04
Myoxocephalus scorpius1 38
hivoxocephalus scarpius13a
hyoxocephalus scarpius1 3y
hivoxocephalus scarpius1 36

0 0.1 nZ 03 04 05 0B

|
1

Obr. 45: Dendrogram metodou Euklidovské vzdalenosti s pouzitim FMF (FMF-D30).

Jak je na prvni pohled zfejmé, u dendrogramu sestrojeného z upravenych hodnot dochazi k jeho
zjednoduseni. Vzdalenosti mezi jednotlivymi zastupci v ramci druhu jsou mensi, naopak se
prodlouzi vzdalenosti mezi druhy. Takovyto dendrogram je pak vice diskriminativni a lépe

interpretovatelny.
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Zaver

Ukolem této diplomové prace bylo shrnuti a prohloubeni moznosti vyuziti fuzzy logiky ke
klasifikaci DNA sekvenci. K tomuto ucelu je v praci nejprve sestaven piehled zakladnich fuzzy
klasifika¢nich kritérii a to GC obsah, frekvence oligonukleotidt, sekvencéni motivy a evolucni
vzdalenost sekvenci. Teoreticky je predstavena technika DNA barcodingu slouzici ke klasifikaci
a identifikaci organismu, kde fuzzy klasifikace muze velkym dilem piispét k zafazeni organismd,
jejichz prislusnost je kvuli nejasnym hranicim mezi druhy problematicka. Podrobné jsou zde
rozebrany razné skupiny testovacich dat ziskanych z verejnych databazi, na jejichz specifikace je
konkrétni typ fuzzy klasifikace zacilen. Z pfehledu informaci je zieymé, ze jadro samotné
metody, a to fuzzy logika, je pojem pomeérneé mlady, ale do budoucna by mohl mit stale Sirsi

uplatnéni.

Dalsim tkolem, ted’ uz praktickym, bylo formulovani klasifika¢niho algoritmu pro posouzeni
podobnosti DNA sekvenci a jeho otestovani na souboru DNA sekvenci, ziskanych z vetejnych
databazi.

Pro analyzu bylo zvoleno 10 sekvenci, nejvice zastoupenych homo sapiens a mus musculus,
koéduyjicich hemoglobin, konkrétné jeho Cast beta. Tyto sekvence byly rozd€leny na introny
aexony a u nich poté provedeny vypoCty podilu GC, frekvenci dinukleotidi, a frekvenci
trinukleotidi. Na jejich zakladé bylo navrhnuto pro kazdou metodu zvlast kritérium odliSeni
koéduyjich a nekodujicich tseku, a to prah vyskytu. U obsahu GC je rozliSeni diky prahu
jednoznacné, ale detekce kodujicich tseku pouze na zakladé jednoho trivialniho parametru se
ukazala nedostatecna. Nastaveni prahu pro dinukleotidy je vSak specifické pro kazdy dinukleotid
a to stejné se po analyze ukazalo 1 pro frekvence trinukleotidd, kde hodnoty pro néktery
trinukleotid lezi obé dvé nad prahem a piitom se fadové liSi. Nemoznost nastaveni jednotnych
klasifikacnich kritérii tak poukazuje pravé na vhodnost fuzzy klasifikace pomoci vhodné
navrzené funkce prislusnosti.

Pro dosazeni lepSich vysledku byly tyto navrzené metody pro rozliSeni kodujicich a nekoédujicich
useku sekvenci spojeny v jednu funkci, ktera pomoci fuzzy funkce prislusnosti urci pfislusnost ke
kodujici ¢i nekodujici sekvenci pro kazdou metodu zvlast. Na jejich zakladé byla nakonec
spocCitana celkova hodnota priislusnosti, bud’ ke kodujicim, nebo nekddujicim usekam. Tato
prislusnost se témér u vSech sekvenci blizi 1. Celkovou prislusnost nad 90 % mayji ke své skupiné
intron nebo exonu vSechny sekvence.

Této metody bylo také vyuzito pro algoritmus, ktery vyhledava zacCatky a konce kodujicich ¢i
nekodujicich Casti sekvence. Ta je zde projizdéna oknem o zadané délce, v naSem piipadé bylo

testovano okno délky 20 — 150, kdy nejlepsich vysledka bylo dosahovano u okna velikosti 70.
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V tomto okné jsou pocitany miry piislusnosti daného useku ke kodujici nebo nekodujici
sekvenci. UrCeni neni zcela pfesné, coz vyplyva uz zfuzzy podstaty metody, ale pfiblizné

rozliSeni je z grafu zietelné.

Dalsi zde rozpracovanou metodou je vyuziti fuzzy v DNA barcodingu. Kombinace fuzzy logiky
spolecné s DNA barcodingem je biologicky pfirozenéjsi klasifikaci sekvenci vyuzivajici
neostrych hranic mezi jednotlivymi druhy. Spojeni tohoto pfistupu vyuziti fuzzy klasifikace
v DNA barcodingu bylo demonstrovano na experimentalnim vzorku sekvenci ryb, ptaka
a hmyzu. Prvni obsahoval 180 sekvenci od 17 druht, druhy 127 sekvenci od 10 druht a posledni
zminovany 188 sekvenci od 11 druhi organismu. Byla pouzita fuzzy funkce, jejiz parametry je
treba nastavit dle konkrétniho souboru dat. Evoluéni vzdalenosti pro DNA barcoding byly
stanoveny na zakladé euklidovskych vzdalenosti prubéha nukleotidovych denzit a pomoci Jukes-
Cantorova evolu¢niho modelu pro nukleotidy. Diky vyuziti fuzzy funkce doslo pfi vhodné
nastavenych parametrech ke zlepSeni senzitivity klasifikace u souboru hmyzu o 20 %, u ryb
040 % a u souboru ptaku az o 50 %.

Hodnota ROC max, ktera urCuje nejlepS$i pomér mezi senzitivitou se specificitou rozliSeni
prislusnosti sekvence k urcitému druhu, se zvysila z 1,183 na 1,399 u sekvenci ryb, z 1,077 na
1,330 u ptaku, z 1,090 na 1,213 u hmyzu a z 1,090 na 1,171 u spojeni sekvenci ryb a hmyzu. Toto
zlepSeni vSak zalezi hlavné na optimalné€ zvolenych parametrech fuzzy funkce, které jsou ziskany
pravé vyhodnocenim ruznych nastaveni pomoci ROC max.

Nakonec byly z vypocitanych piislusnosti sestrojeny dendrogramy. Rozdil pred a po pouziti FMF
ve vykreslenych dendrogramech je patrny na prvni pohled, a to ve zjednoduSeni struktury

a jednodussi interpretaci.
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Piiloha 1: Pomérny vyskyt dinukleotidu v kodujicich iisecich pro jednotlivé sekvence

0 2 4 a] g 10 12 14 16
AAACAGATCACCCGCTGAGC GG GTTATCTGTT

Procento vyskytu

0 2 1 6 8 10 12 14 16
Cislo dinukleotidu



Piiloha 2: Pomérny vyskyt dinukleotidu v nekodujicich iisecich pro jednotlivé sekvence

0 2 4 B g 10 12 14 16
AAAC AGATCACCCGCTGAGC GG GTTATCTGTT

Procento vyskytu

0 2 4 B g 10 12 14 16
Cislo dinukleotidu



Procento vyskytu

Piiloha 3: Pomérny vyskyt trinukleotidu v kodujicich iisecich pro jednotlivé sekvence

Cislo kodénu



Procento vyskytu

Piiloha 4: Pomérny vyskyt trinukleotidu v nekodujicich iisecich pro jednotlivé sekvence

Cislo kodénu



Piiloha 5: Hlavicky pouzitych sekvenci pro analyzu exoni a introni

'gi]224589802:5246696-5248301 Homo sapiens chromosome 11, GRCh37.pl0 Primary
Assembly CDS(133..261,1112..1334,1465..1556)"'

'gi|51763895:38287-54863 Mus musculus strain BALB/c chromosome 7 genomic contig,
GRCm38.pl alternate locus group BALB/c BALB/C_MMCHR7 CTGl
CDS (53..144,261..483,16321..16449) '

'gi|372099103:103812528-103813923 Mus musculus strain C57BL/6J chromosome 7,
GRCm38.pl C57BL/6J CDS(129..257,912..1134,1251..1342)"'

'gi|71727226|gb|DQ126303.1| Homo sapiens isolate HbA-Ivcl8 beta globin (HBB) gene,
complete cds(3067..3158,3289..3511,4362..4490)"'

'gi|71727222|gb|DQ126301.1| Homo sapiens isolate HbA-G37 beta globin (HBB) gene,
complete cds(3067..3158,3289..3511,4362..4490)"'

'gi290756159|gb|GU057239.1| Mus musculus castaneus voucher IN47 beta-globin
(Hbbtl) gene, betl—Tl_A allele, complete cds(330..421,538..760,1413..1541)"

'gi290756157|gb|GU057238.1| Mus musculus castaneus voucher IN45 beta-globin
(Hbbtl) gene, betl—Tl_B allele, complete cds(330..421,538..760,1415..1543)"

'gi|261873724|gb|GQ250395.1| Mus spretus beta-globin (Hbbt2) gene, Hbbt2-1 allele,
complete cds(335..426,540..762,1417..1545)"'

'gi]258513352:49022978-49024620 Bos taurus breed Hereford chromosome 15,
Bos taurus UMD 3.1, whole genome shotgun sequence CDS
(53..138,267..489,1390..1518) "'

'gi|38226|emb|X02345.1| P.troglodytes beta-globin gene, exons 1-3
CDS(4189..4293,4412..4633,5484..>5532) "'



http://GRCm38.pl
http://GRCm38.pl
http://'gil290756157lgblGU057238.il

Ptiloha 6: Rozdéleni tfidy Actinopterygii na jednotlivé rady

Nadrad: chrupavciti (Chondroster)

— mnohoploutvi (Polypteriformes)

— jesetef1 (Acipenseriformes)
Nadrad: mnohokostnati (Neopterygii)

— kaprouni (Amiiformes)

— kostlini (Lepisosteiformes)
Nadrad: kostnati (Teleoste1)

— ostnojazyc¢ni (Osteoglossiformes)

— tarponi (Elopiformes)

— albulotvafi (Albuliformes)

— holobfisi (Anguilliformes)

— velkotlamky

(Saccopharyngiformes)

— Dbezostni (Clupeiformes)

— malousti (Gonorynchiformes)

— maloostni (Cypriniformes)

— trnobfisi (Characiformes)

— sumci (Siluriformes)

— nahohibeti (Gymnotiformes)

— Stikotvarni (Esociformes)

— koruskotvarni (Osmeriformes)

— lososotvarni (Salmoniformes)

— velkousti (Stomiiformes)

— mékkorypi (Ateleopodiformes)

Jinozabti (Aulopiformes)
hlubinovky (Myctophiformes)
leskynovci (Lampridiformes)
vousatky (Polymixiiformes)
okounovci (Percopsiformes)
hrujovci (Ophidiiformes)
hrdloploutvi (Gadiformes)
zabohlavi (Batrachoidiformes)
d'asové (Lophiiformes)

cipalové (Mugiliformes)

gavuni (Atheriniformes)
jehlotvarni (Beloniformes)
halancikovci (Cyprinodontiformes)
moratky (Stephanoberyciformes)
pilonosi (Beryciformes)

pilobfisi (Zeiformes)

volnoostni (Gasterosteiformes)
hrdlozabfi (Synbranchiformes)
ropusnicotvarni (Scorpaeniformes)
carouni (Gobiesociformes)
ostnoploutvi (Perciformes)
platysi (Pleuronectiformes)
¢tverzubci (Tetraodontiformes)




Piiloha 7: Funkce pro spoé¢itani obsahu GC

function [rozlozeni,procento]=histCG(sekvence,delkaokna)

delka=length (sekvence); //spoc¢ita délku sekvence

for i=1:(delka-delkaokna) //projizdi sekvenci pomoci plovouciho okna
s=sekvence (i:i+delkaokna) ;

sumCG=sum(s=='C')+ sum(s=='G'); //spocita vyskyt C a G

procento (i)=(sumCG/delkaokna)*100; //spocitéd procento vyskytu

end

rozlozeni=min (procento) :0.5:max (procento); //vypocita roztloZeni dat v
histogramu

end

Priloha 8: Funkce pro spocitani poctu dinukleotida

function [dinukleotidy, pocetdinukleotidu, p dinukleotidu]=pocetdinuk (seq)
acgt=("'ACGT'); //zadd moZnosti kdédovani nukleotidu

x=1;

p=1;

delka=length(seq); //spoc¢ita délku sekvence

//vytvoteni vSech kombinaci nukleotidl

for a=1:4

nukleotidl=acgt(a); //vybirad postupné prvni ze 4 nukleotidl
for b=1:4
nukleotid2=acgt(b); //vybirad postupné druhy ze 4 nukleotidl

celkove=[nukleotidl nukleotid2]; //sestavi dinukleotid
dinukleotidy(x,1:2)=celkove;
pocetdinukleotidu(x,1)=length(strfind(seq,celkove)); //spocita
¢etnost vyskytu
p_dinukleotidu(x,1)=pocetdinukleotidu(x,1)/delka*100; //spocita
procento vyskytu
x=x+1;

end
end

end



Ptiloha 9: Funkce pro spo¢itani poctu trinukleotidi

function [trinukleotidy, pocettrinuktrinukleotidu,
p_trinukleotidu] =pocettrinuk (seq)

acgt=("'ACGT'); //zadd moZnosti kdédovani nukleotidu
x=1;

p=1;

delka=length(seq); //spoc¢ita délku sekvence
//vytvoteni vSech kombinaci nukleotidl

for a=1:4

kodonl=acgt(a); //vybird postupné prvni ze 4 nukleotidu

for b=1:4

kodon2=acgt (b); //vybird postupné druhy ze 4 nukleotidu
for c=1:4

kodon3=acgt(c); //vybirad postupné tieti ze 4 nukleotidl
celkove=[kodonl kodon2 kodon3]; //sestavi trinukleotid

trinukleotidy(x,1:3)=celkove;

pocettrinuktrinukleotidu(x,1l)=length(strfind(seq, celkove));
//spoc¢itéa cetnost vyskytu

p_trinukleotidu(x,1)=pocettrinuktrinukleotidu(x,1)/delka*100;
//spo¢itéd procento vyskytu

x=x+1;

end
end

end

end



