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Abstrakt

Tato prace pojednava o moznostech konstrukce barevnych DNA spektrogramti a o
vzorech, které z nich detekujeme. Spektrogramy jako nastroje spektralni analyzy nam
umoziuji soucasny pohled na lokalni frekvence napfi¢ celou nukleotidovou sekvenci. Jsou
vhodné pro identifikaci gendi ¢i jejich regionli, urovani globalnich vlastnosti celych
chromozomt, ale také davaji moznost objevit nové dosud nezndmé regiony s potencialnim
vyznamem. Za ucelem takovéto analyzy DNA Ize pouzit techniky cislicového zpracovani
signalt. Jejich pouziti vSak musi pfedchazet metody konvertovani DNA sekvence do
numerické reprezentace. Vybér spravné numerické reprezentace ovlivni, jak dobie budou
dané biologické vlastnosti reflektovany v numerickém zépisu pottebném pro dalsi pouziti v

analyze zpracovani signalt.
Abstract

This thesis discusses about possibilities of construction colour DNA spectrograms
and about patterns which can be detected there. Spectrograms as tools of spectral analysis
give us a simultaneous view of the local frequency throughout the nucleotide sequence.
They are suitable for gene identification or gene regions identification, determination of
global character about whole chromosomes and also give us a chance for the discovery of
yet unknown regions of potential significance. For purpose of this kind of DNA analysis is
possible to use digital signal processing methods. We can apply them on only after
conversion of DNA sequence to numerical representation. Selection of correct numerical
representation affects how well will be reflected biological features in numerical record
which we need for another use in digital signal analysis.
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1. Uvod

Potfeba technologii zpracovavajicich biologické informace se stdva vice a vice
naléhavou. Existujici vyzkumy v bioinformatice se zabyvaji mnohymi typy analyz DNA
sekvenci. Hlavnimi disciplinami jsou zarovnavani sekvenci, vyhledavani specifickych
gentl, kompletovani genomu, predikce struktury genii, analyza genové exprese, proteinové
interakce a modelovani biologické evoluce.

Analyza vyuzivajici cislicové zpracovani signali zahrnuje stdle se rozvijejici
techniky vhodné ke kvalitnimu zpracovani mnozstvi komplikovanych informaci v genomu.
Spektralni analyza nabizi nové postupy pro hledani specifickych mist v sekvencich DNA,
ktera mohou korespondovat s urcitou biologickou funkci. Nastrojem spektralni analyzy je
spektrogram. Jde o dvojrozmérny obraz, v némz jedna soufadnice odpovida frekvenci a
druha pozici dané baze v sekvenci DNA. Spektrogramy nam umoZiiuji souc¢asny pohled na
lokalni frekvence napfti¢ celou nukleotidovou sekvenci. Jsou vhodné pro identifikaci genti
¢i jejich regionl, uréovani globalnich vlastnosti celych chromozomt, ale také davaji
moznost objevit nové dosud neznamé regiony s potencialnim vyznamem. Hlavni vyhodou
vyuziti spektrogramil je urCit€ moznost vizualizace celého chromozomu a eventudlné vSech
chromozomovych nebo genomovych vzort.

Frekvenc¢ni analyze ale piekazi vyjadieni DNA sekvence jako fetézce bazi znacenych
prvnimi pismeny A, C, T, G. Proto ji pfedchazi metody konvertovani do numerické
reprezentace, kdy piifadime kazdému symbolu jeho odpovidajici numerickou hodnotu.
Vybér spravné numerické reprezentace DNA sekvence ovlivni, jak dobfe budou dané
biologické vlastnosti reflektovany v numerickém zapisu potfebném pro dalsi pouziti v
analyze zpracovani signald. Hlavni mySlenkou je tedy uvaZovat vyskyty nukleotidovych
bazi v sekvenci jako individudlni ¢islicové signaly a potom je transformovat do frekvenéni
oblasti.

Tato prace se vénuje optimalizaci dvou metod pro konstrukci barevnych DNA
spektrogramli a jejich porovnani. Jedna se o metody, které vyuzivaji k vykresleni
frekvencnich spekter Fourierovu transformaci a autoregresni model.

Teoretickd cast obsahuje literarni reSerSi o numerickych reprezentacich DNA
sekvenci, 0 moZnostech konstrukce barevnych DNA spektrogramli a o vzorech, které z
nich mizeme detekovat.

V programové c¢asti se pojednavd 0 vyhodach a nevyhodach obou metod pro
konstrukci DNA spektrogramil. ReSeni metod je navrzeno v programovém prostiedi
Matlab verze R2010a. O vyuzitelnosti obou metod se rozhoduje pomoci vizualni detekce
vzord nachazejicich se v danych testovanych sekvencich, které jsou ve spektrogramech
vyobrazeny s barevnymi odli§nostmi.



2.  Deoxyribonukleova kyselina (DNA)

Deoxyribonukleova kyselina, bézn¢ oznaCovana zkratkou DNA, tidi a udrzuje pfi
zivot¢ cely organismus vydavanim pokynd buiice pro vytvaieni zdkladnich molekul
bilkovin. Je tzv. nositelkou genetické informace vSech organismu, latkou pro Zivot
nezbytnou. Dlouhé molekuly této nukleové kyseliny jsou uloZzeny v chromozomech uvnitf
bunééného jadra.

DNA je biologickda makromolekula — polymer v podobé fetézce nukleotida.
Nukleotidy se skladaji z cukru deoxyriboézy (monosacharid odvozeny z ribozy), fosfatové
skupiny (stl kyseliny fosforecné po odtrzeni kyselych vodikii) a jedné ze Ctyt dusikatych
bazi. Pravé baze maji informacni funkci. Jedna se o adenin (A), guanin (G), cytosin (C) a
thymin (T). Prvni dv€ patii mezi puriny, zbylé mezi tzv. pyrimidiny. DNA tvoii dvé
navzdjem spletené protismérné orientované Sroubovice. Mezi protilehlymi bazemi obou
vlaken se vytvareji vodikové mistky — tfi mezi guaninem a cytosinem a dva mezi
adeninem a thyminem (viz Obr.1). [7]
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Obr.1 Struktura DNA sroubovice [7]

DNA je stfedem z4jmu mnoha védct z mnoha biologickych obort a to jisté proto, Ze
je zésadnim nastrojem pro diagnostiku onemocnéni, pro urCovani otcovstvi, v
kriminalistice pfi vySetfovani zlo¢ini ¢i v zemédélstvi v genovém inzenyrstvi. Byly
vytvofeny ruzné promyslené techniky pro studium DNA — pro jeji separaci, izolaci,
syntézu ¢i klonovani. Jednou z biologickych véd vénujicich se DNA je také
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bioinformatika. Zahrnuje metody jako ukladani, vyhledavani a analyzu biologickych dat
vyuzitim algoritmd, databazi, webovych informacnich systémd ¢i technik umélé
inteligence. [7]

Pti analyze DNA sekvenci si mizeme DNA predstavit jako sled za sebou jdoucich
bazi reprezentovanych jejich prvnimi pismeny, tedy vstupni data pro analyzu vypadaji
napt. takto: ACCTTTGCATTACAGGTACCTGGGGGTGTGTCTAATAA... Sekvence
DNA je tvofena miliardami takovychto bazi. Genova vybava ¢lovéka obsahuje ptiblizné
3,2 x 10° vazebnych pari. Kdyby se jejich zadatenimi pismeny méla popsat jejich
struktura, vznikla by kniha s vice nez 500 000 stranami. Piehledné zobrazeni takového
mnozstvi hodnot je nemozné, i kdyZ pouzijeme pro zobrazeni pouze uzite¢nou — kodujici
¢ast DNA (3%). [6] Pro analyzu je nutné data upravit do pfijatelnéjsi podoby vhodné pro
zobrazeni. ReSenim jsou grafické a numerické reprezentace, které nam poskytuji snadny

pohled na celou sekvenci, umoziuji klasifikaci a porovnani riznych zivocisnych druht.

3.  Numerické reprezentace DNA sekvenci

Numericka reprezentace je vhodny nastroj pro pifedzpracovani genomickych dat pro
naslednou analyzu, tedy pro metody analyz pouzivanych pivodné ve zpracovani
elektrickych signali jako je Fourierova transformace, filtrace a dalsi. Numerickou
reprezentaci rozumime ptrevod symbolického zapisu bazi na numerickou formu podle
dopiedu stanovené numerické mapy. Numericka mapa (numerické mapovani) je konvence,
podle které ptifadime kazdému symbolu jeho odpovidajici numerickou hodnotu. Vybér
spravné numerické reprezentace DNA sekvence ovlivni, jak dobfe budou dané biologicke
vlastnosti reflektovany v numerickém zapisu potfebném pro dal$i pouziti v analyze
zpracovani signalii. Idedlni numerickd mapa by méla nést stejné mnozstvi informace jako
sekvence v symbolickém zéapisu, neméla by zavadét dal$i informace nad ramec
symbolického zapisu, umoznuje rychlé zpracovani a je ¢itelna i pro lidské oko. [8]

Metody numerické reprezentace klasifikujeme do dvou hlavnich skupin — metody s
pevné stanovenym mapovanim a metody zalozené na chemicko-fyzikalnich vlastnostech
DNA molekul.

3.1 Metody s pevné stanovenym mapovanim

Patii sem binarni reprezentace, nukleotidovy Ctyfstén, 2D reprezentace realnymi
Cisly, 2D reprezentace komplexnimi ¢isly, 1D reprezentace. Nukleotidy jsou
transformovany do série numerickych sekvenci ur¢enych ndhodnymi ¢isly na rozdil od
druhého typu chemicko-fyzikalniho mapovani, kde pfitazujeme c¢isla podle riznych
vlastnosti DNA molekul. [4]
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3.1.1. 4D binarni reprezentace (Vossova reprezentace)

Tento typ reprezentace se vyskytuje nejcastéji. Pouziva se piedevsim pred
zpracovanim sekvenci Fourierovou transformaci. Metoda vytvaii ¢tyfi indikacni vektory
ua(n), uc(n), ug(n) a ur(n), které ukazuji piitomnost nebo nepfitomnost dané baze na pozici
n:

uy(n) = 1pros(n) = X, 1)

kde s(n) pro n = 0,1,...,N-1 je symbolicka sekvence o délce N. Jestlize na pozici n v
sekvenci nalezneme znak X, pfifadime symbolu ¢islo 1. Je-li nalezen jiny znak, pfifadime
mu hodnotu 0. Takto se projde cela sekvence postupné prohledavanim mist se znaky A,
dale se vse opakuje pro znak C, pro znak G a nakonec pro znak T. Napt. mame-li sekvenci
CCATGTCAAGQG, jednotlivé indikaéni vektory jsou: up = 0010000110, uc = 1100001000,
ug = 0000100001 a ur = 0001010000. [4],[8]

3.1.2. 3D numericka reprezentace redukci 4D binarni reprezentace

4D reprezentaci lze zredukovat bez ztraty informace na 3D reprezentaci. Kazdé bazi
pfitadime jednotkovy 3D vektor sméfujici ze stfedu do jednoho ze c¢tyf vrcholil
pravidelného Ctyisténu (viz Obr.2) takto:

A = (aR; aG;aB) = (Ololl)

Qﬁ_l)

C=(CR’CG’CB)=(_3I3I §

G = (9r 96, 98) = (_g'_g’_é)

2v2 1
T = (tR,tg,tB) = (T, 0;_5) (2)

4D binarni reprezentaci pfevedeme na 3D beze ztraty informace tak, Ze DNA je
potom reprezentovana tfemi numerickymi sekvencemi Xg, Xg, Xg pro barevné slozZky RGB

pozi¢né odpovidajicimi linearnimu zapisu symbolické sekvence: [9]

xr () = 2 [2ur (1) — uc(n) — ug ()]

V6

x6(n) = 2 [uc(n) — ug (n)]

x5(n) = 3 [3us(n) — ur(n) — ue(n) — uG ()] ©)

11
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Obr.2 3D numerickd reprezentace [8]
3.1.3. Nukleotidovy Ctyrstén

Jde o grafickou prezentaci numerické formy tvofené Ctyimi vektory symetricky
rozlozenymi ve 3D prostoru. Vektory jsou orientovany k vrcholim ctyisténu. Kazda z Sesti
hran potom odpovidd jedné ze tfid zahrnujici par nukleotidii se stejnou chemickou
vlastnosti, coz je znazornéno na Obr.3. Tato metoda tedy zachovava dulezité chemické
vlastnosti bazi, jako jsou:

e molekularni struktura — baze A a G patii mezi puriny (R), baze C a T patii mezi
pyrimidiny (Y)

e sila vazby — mezi bazemi A a T se tvofi dva vodikové mustky — jde o vazbu slabou
(W) a mezi bazemi C a G se tvofi tii vodikové mustky — jde tedy o vazbu silnou (S)

e obsah radikalii — baze A a C obsahuji amino skupinu NH3 (M), baze T a G obsahuji
keto skupinu C=0 (K)
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Obr.3 Nukleotidovy ctyrsten [8]

Vysledna reprezentace je ttirozmérna a osy soufadného systému popisujeme rovnicemi:
x=W-=S, y=M-K, z=R-Y. (4)

Béze jsou pfifazeny k vrcholiim Ctyfsténu tak, aby jejich vzdalenost od stiedu byla rovna

jedné, a jsou reprezentovany vektory ve tvaru:

T=1+j+k T=-i1+j-k g=-i-j+k t=1-j—k (5
Stfed Ctyfsténu je potom stanoven jako bod [0,0,0] a soufadnice nukleotidd jsou:

A=[111]; C=[-11,-1); G =[-1,-11); T =[1,-1,-1]. (6)
[10]

3.1.4. 2D reprezentace komplexnimi Cisly

Pro porovnavani sekvenci jsou vyhodné&jsi 2D upravy. Piedchozi 3D reprezentaci
tedy zredukujeme do 2D reprezentace projekci nukleotidového Ctyfsténu do vybrané 2D
plochy. Vybér této plochy je podminén sledovanymi parametry. Napiiklad chceme-li
sledovat odlisnosti typu S-W (silna-slaba vazba) a Y-R (pyrimidiny-puriny), tak
provedeme projekci do x-z plochy.
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Obr.4  Redukce nukleotidového ctyrstenu do 2D reprezentace [10]
Popis nukleotidi je pak v komplexni roving:
A=1+j,C=-1—-j,6=-1+j,T=1—]. (7

Pro nukleotid adenin tedy plati, Ze patii mezi puriny (v imagindrni ¢asti mé kladné
znaménko), vytvaii slabou vazbu (v redlné ¢asti ma kladné¢ znaménko) a obsahuje amino
skupinu. Podobné z obrazku Obr.4 vy¢teme vlastnosti zbylych nukleotidi. [10]

Mapovani nukleotidii komplexnimi ¢isly se vyuziva také pro fazovou analyzu DNA

sekvenci.
3.1.5. 2D reprezentace realnymi Cisly

Tato metoda je pro porovnani sekvenci, tak jako reprezentace komplexnimi Eisly,
vyhodnéjsi nez 3D reprezentace, ale za cenu Castecné ztraty informaci o chemickych
vlastnostech nukleotidt. Jak vidime na Obr.5, osu x reprezentuje silna vazba, osu y slaba
vazba, kladnd znaménka na obou osach znamenaji obsah keto skupiny, zdpornad naopak
urCuji obsah amino skupiny, v prvnim kvadrantu se nachazeji pyrimidiny a ve Ctvrtém
kvadrantu jsou puriny.
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Obr.5 2D reprezentace redlnymi cisly [8]

Reprezentaci ve vSech kvadrantech mizeme zredukovat na reprezentaci v prvnim a

¢tvrtém kvadrantu (viz Obr.6). Tato je vhodngjsi nez piedchozi, protoZe nezplsobuje
degeneraci sekvence, tzn., ze nemuze dojit k tomu, aby mély ruzné sekvence stejnou
grafickou reprezentaci (napi. AGTC, AGTCA a AGTCAG). [8],[11]
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Obr.6 2D reprezentace redlnymi cisly v prvnim a étvrtém kvadrantu [8]
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3.1.6. 1D reprezentace

Reprezentaci sekvenci nukleotidi mtizeme dale redukovat az do 1D reprezentace.

Jde o nejjednodussi reprezentaci, kdy pouzivame mapovani DNA bazi redlnymi ¢isly:
{A,C,G, T} —{0,1, 2, 3}. (8)

Mame celkem 4! = 24 moznosti, jak ptifadit Cislice 0, 1, 2 a 3 bazim A, C, G, T. Jako

vvvvvvv

3.2 Metody zaloZené na chemicko-fyzikalnich
vlastnostech DNA molekul

Pti téchto metodach jsou pro mapovani pouzity chemické a fyzikalni vlastnosti DNA
sekvenci. Jde o mapovani metodami EIIP, atomovym ¢islem, numerickym parem, DNA-
Walk modelem a reprezentaci digitalnim Z-signalem. [4]

3.2.1. Metoda EIIP

EIIP je zkratka pro metodu Electron-lon Interaction Potential. Metoda vyuziva k
reprezentaci distribuci energii volnych elektroni podél DNA sekvence. Jednotlivé
nukleotidy jsou zastupovany danymi fyzikalnimi hodnotami energii:

A =0.1260, C = 0.1340, G = 0.0806, T = 0.1335. 9)

Tato metoda se pouziva pro detekci kodujicich a nekodujicich mist v sekvenci DNA.
Uvadi se, Ze poskytuje lepSi rozliSeni téchto mist nez Casto pouzivand 4D binarni
reprezentace. [15] Mame-li napt. sekvenci AATGCATCA, vysledny vektor bude vypadat
takto:

X =1[0.1260, 0.1260, 0.1335, 0.0806, 0.1340, 0.1260, 0.1335, 0.1340, 0.1260].
3.2.2. Metoda atomového Cisla

DNA sekvence je reprezentovana vektorem atomovych Cisel nukleotidii, kdy pro
jednotlivé nukleotidy byly stanoveny hodnoty:

A=70,C=58,G=78,T = 66. (10)

Jde o metodu pouZivajici se pro konkrétni techniky. Napt. byla aplikovdna ve

vyzkumu radia¢nich rezistentnich-opravnych gent. Kazdé bazi studované sekvence daného
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genu byla pfifazena hodnota podle vztahu 10. Vysledna numericka reprezentace byla
zakladem pro statistickou analyzu. [4],[21]

3.2.3. Metoda numerického paru

Nukleotidy jsou mapovany ve smyslu komplementarity bazi, kdy A a T je piifazena
hodnota +1 a C a G pfifazujeme hodnotu -1. Tato metoda také uvazuje znamy fakt, ze
introny jsou bohaté na baze A a T, zatimco exony obsahuji ¢astéji baze C a G. [4] DNA

sekvence potom muze byt reprezentovana dvéma zpusoby:
Piiklad pro sekvenci CGAT: X1=1[-1,-1,1,1]
X2=[-1,-1,0,0]a[0,0, 1, 1].
3.2.4. Metoda DNA-Walk

Jde o grafickou metodu, kdy vykreslujeme kroky podél osy x &tenim sekvence
nukleotid po nukleotidu. Pro pyrimidiny (C a T) plati krok smérem nahoru (+1), pro puriny
(A a G) smérem dolu (-1). Ve vysledném vektoru jsou za sebou zapsany hodnoty pro dané
baze tak, ze se prubézné pricita nebo od¢ita hodnota pro danou pozici k predchozi hodnot¢.
Takto je popsana metoda pro jednodimenzionalni kroky (viz Obr.7). Existuje také metoda
vicedimenzionalnich krokd. Na Obr.8 vidime metodu dvojdimenzionalnich kroki. [4],[12]

Napt. pro sekvenci CGAT je vysledny vektor: X=11,0,-1,0].
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Obr.7 Metoda DNA-walk pro jednodimenziondlni kroky [18]
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Obr.8 Metoda DNA-walk pro dvojdimenziondlni kroky [18]
3.2.5. Reprezentace digitalnim Z-signalem

Digitalni Z-signal rozkladd DNA sekvenci do tfi digitalnich signall tzv. Z-ktivek. Je
to vlastné tfidimenzionalni kiivka ur¢ena ttemi vektory (Z-kiivkami). Tyto tii vektory Axy,
Ayn, Az, nabyvaji pouze hodnot +1 a -1. DNA sekvence je nejprve prevedena do binarni
reprezentace (Vossovy reprezentace) do ¢ty vektor Xa(n), xc(n), Xs(n) a xr(n), potom jsou

vypocitany Z-kiivky pomoci pfevodu:

x4 (n)
Ax, 1010 1
[Ayn] =2 X [1 10 0| % [xcgn%]_ H (11)
Az, 1001 [iG(Z) 1

T

Komponenty Ax,, Ay, Az, zobrazuji distribuci purind versus pyrimidinli, amino

versus keto skupin, slabych versus silnych bazi v celé sekvenci. [5],[13]

3.3. Vyhody a nevyhody jednotlivych metod

Numerické reprezentace DNA sekvenci s naslednym pouzitim metod ¢islicového
zpracovani signalii nabizeji moznost odhalit skryté periodicity, nukleotidové distribuce a
jiné znaky sekvenci, které nemohou byt odkryty jinymi technikami. Kazda ze zminénych
reprezentaci ma své vyhody i nevyhody.

Nejprve k metoddm s pevné stanovenym mapovanim. V0ossova binarni reprezentace

je nejvhodnéjsi pro pouziti ve spektralni analyze DNA sekvenci, stejné tak miize byt dobie
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pouzita reprezentace nukleotidovym ctyfsténem. Naptf. po vykresleni vykonnostniho
spektra muzeme detekovat kodujici a nekodujici ¢asti sekvence. Naproti tomu 1D
reprezentace realnymi Cisly mize zavadét matematické vlastnosti, které neexistuji v
sekvencich, a proto je u nich pouziti technik ¢islicového zpracovani signald limitovano.
Reprezentace komplexnimi ¢isly zahrnuje v sobé vlastnosti komplementarity bazi, coz je
vyhodou této metody.

Obecné o metodach zalozenych na chemicko-fyzikalnich vlastnostech DNA molekul
mizeme fici, ze obsahuji méné redundantnich informaci nez druha skupina metod. Metoda
EIIP stejné jako metoda atomového ¢isla mohou byt vyjadieny vektorem podobnym
vektoru Vossovy binarni reprezentace. Ale na rozdil od binarni reprezentace muze mit
metoda EIIP lepsi rozliSovaci schopnost pro vyhleddvani geni v genomech a miize snizit
vypocetni naroky az o 75%. [15] Metoda atomového cisla je nedavno vznikla technika,
ktera pottebuje hlubsi prozkoumani pro zjisténi jejiho potencialu. Stejné tak jako metoda
numerického paru, ktera ma ale jistou znamou vyhodu. Tou je sniZeni vypocetni ndro€nosti
pfi signalovém zpracovani diky redukci do dvou hodnot pro ¢tyti baze. Metoda DNA-walk
je urcité vhodna pro vizualizaci korelaci a nukleotidovych zamén ve velkém rozsahu, ale
lze ji pouzit jen pro kratké sekvence o stovkach part bazi. [4] Stoupajici Casti kiivky
sv&déi o pritomnosti pyrimidind a klesajici ¢asti zase o vétsi koncentraci purint. U metody
dvojdimenzionalnich kroki mizeme v obrazcich identifikovat repetitivni sekvence, coz se
projevuje jako schodovité struktury. A posledni metoda za pouziti Z-kitivek ve snadno
postiehnutelné formé zobrazuje ve svém zapisu informace o chemickych vlastnostech bazi.
V 3D obrazku Z-ktivky miiZzeme také odhadnout mista predpokladané replikace. Tato
reprezentace se nepouziva pro spektralni analyzu. Nekteré literatury uvadi, Ze tato metoda
je vyhodnéjsi nez spektralni analyza — je graficky prehlednéjsi nez vykonnostni spektrum

¢i samotny barevny spektrogram. [18]

4.  Spektralni analyza

Nastrojem spektralni analyzy je spektrogram. Jde 0 dvojrozmérny obraz, v némz
jedna soufadnice odpovida frekvenci a druhd casu, mluvime-li o casové-frekvenéni
analyze. V piipad¢ analyzy DNA sekvenci Casova osa odpovida pozici dané¢ baze v
sekvenci. Barva nebo troven jasu odpovida amplitudé odpovidajicich koeficientii spekter.
Signal (sekvence DNA) je rozdélen na useky o délce N vzorkll z celkového poctu M
vzorkli odpovidajicimu délce celé sekvence. Jednotlivé useky (=délka okna) se mohou
prekryvat. U kazdého tseku stanovime jeho spektrum. Ziskana spektra zobrazime ve sledu
bazi. Pozorovaci interval je uren kompromisem mezi pozadavkem na dostate¢nou
rozliSovaci schopnost ve frekven¢ni oblasti (kdy frekvence je nepfimo umérnéa délce okna)

a snahou dobfe rozlisit pozice bazi v sekvenci DNA (kdy minimdlni rozliSitelny rozdil je
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umérny délce okna). Jinak feceno se vzrlstajici délkou okna se zvySuje frekvenéni

rozliSeni spektrogramu a klesa rozliSeni pozic bazi v sekvenci. [16]

4.1. Analyza DNA pomoci spektrogramii

Spektralni analyza je stile se rozvijejici metoda pro systematické hledani
specifickych mist v sekvencich DNA, ktera mohou korespondovat s ur€itou biologickou
funkci. Spektrogramy ndm umoznuji simultanni pohled na lokalni frekvence napiic celou
nukleotidovou sekvenci. Jsou vhodné pro identifikaci gent ¢i jejich regionli, urCovani
globdlnich vlastnosti celych chromozomd, ale také ddvaji moznost objevit nové dosud
neznamé regiony s potencialnim vyznamem. Existuje n¢kolik vyhod vyuziti spektrogramd.
Tou hlavni je urcité moznost vizualizace celého chromozomu. Napf. lidsky chromozom 1
je dlouhy 150 miliénh part bazi. Sledovat takto dlouhou sekvenci bazi adeninu, guaninu,
cytosinu a thyminu v linearnim zapise neni moc praktické a neodhali nam mnoho z vlastni
struktury ani jiné skryté informace. Naproti tomu v barevném spektrogramu mizeme
vyCist pohodIné vlastnosti celého chromozomu. Napt. opakujici se vzory a oblasti
s neobvyklymi nukleotidovymi kompozicemi jsou ve vykresleném frekvenénim spektru
DNA sekvence viditelné jako mista sostrymi kontrasty oproti pozadi v daném
spektrogramu. Svétlé ¢ary muzeme identifikovat jako mista, kde se objevuji opakujici se
vzory. Obrazky potom mohou byt generovany s riznym rozliSenim a proménnou velikosti
okna. [1],[14]

Zakladni myslenkou je uvazovat vyskyty jednotlivych bazi v sekvenci DNA jako
¢tyfi individudlni Eislicové signdly, které ziskdme vybranou numerickou reprezentaci a

potom je transformovat do frekvenéni oblasti. [1]

4.2. Postup pro vytvoreni barevného DNA spektrogramu

Prvni ptiklad algoritmu pro vytvofeni barevného DNA spektrogramu se sklada z

nasledujicich kroki:

1) konvertovani DNA sekvence do numerické reprezentace
2) vypocet frekvenéniho spektra (vykonnostniho spektra)
3) mapovani DFT hodnot do RGB prostoru

4) normalizace hodnot pixelt

Existuji dalsi algoritmy s jinym poradim téchto krokt, napt. 1,3,2,4 nebo 1,2,4,3. Tyto
budou popsany dale v kap. 4.2.5.
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4.2.1. Konvertovani DNA sekvence do numerické reprezentace

Nejcastéji pouzivanou numerickou reprezentaci pro vytvareni spektrogramu je 4D
binarni reprezentace definujici pro kazdou bazi vektory ua(n), uc(n), us(n) a ur(n). Vektory
nabyvaji hodnot 1 pro pozice, kde se nachazi dany nukleotid a hodnot 0 pro pozice, kde
nukleotid chybi. (viz kap. 3.1.1)

Pro vytvoteni vykonnostniho spektra je ekvivalentni metodou k 4D reprezentaci 3D
numericka reprezentace, ktera popisuje DNA tfemi vektory Xg(n), Xg(n), xs(n). (viz kap.
3.1.2) Tato metoda vede piimo k ziskani barevného DNA spektrogramu, z néhoz vyéteme
informace o lokalnich frekvencich bazi. Ty byly vypocteny pomoci superpozice tii
barevnych vektori.

Hlavni aplikaci pro komplexni reprezentaci je detekce exond, tedy kodujicich mist v
sekvenci DNA, a predikce gent. Ve vykonnostnim spektru je mozno lépe rozeznat exony
na rozdil od spektra vytvotfeného z 4D reprezentace. Je to proto, Ze komplexni reprezentace
v sob& zahrnuje vlastnosti bazi, které jsou predstavovany matematickym zapisem. Ciselné
hodnoty baze C a G jsou si podobnéjsi nez baze A a T, coz je dilezité z hlediska toho, ze
exony obsahuji vétsi poéet C a G. (viz kap. 3.1.4)

1D reprezentace (viz kap. 3.1.6) neni vhodna pro spektralni analyzu pomoci AR
modelu. Je to proto, Ze vektor hodnot autoregresniho ¢lenu a vektor hodnot aktualniho
¢lenu maji stejnou linearni zavislost a stejné parametry.

Vzhledem k tomu, Ze reprezentace nukleotidovym ctyfsténem zachovava dilezité
chemické vlastnosti bazi, je usuzovano, ze tato metoda muze zlepsit detekci vzori v DNA
ve spektrogramech. (viz kap. 3.1.3)

Reprezentace vytvofenda metodou EIIP a metodou atomového ¢isla ma podobna
vysledna vykonnostni spektra. Srovname-li tyto metody s 4D binarni reprezentaci, maji
lepsi rozliSovaci schopnost a niz$i vypocetni naroky, jak je zminéno v kap. 3.3.

Co se tyka reprezentace metodou numerického paru, je ekvivalentni ke komplexni
reprezentaci. [18]

Ostatni metody jsou zhodnoceny v kap. 3.3.

4.2.2. Vypocet frekvencniho spektra

K vypoctu frekvencnich spekter signdlli jsou obecné k dispozici parametrické
metody a neparametrické metody. Druhé jmenované jsou zalozeny na pasmovych filtrech
pro zaznamenany signal. Patfi k nim 1 Fourierova transformace. Ta slouZi pro ptevod
signalli z Casové oblasti do oblasti frekvencni. Signdl mlze byt bud’ ve spojitém c¢i
diskrétnim case.

Aplikace parametrickych metod byva v literatuie ¢asto oznacovana jako Wienerova

filtrace. Cilem je nalezeni parametrického modelu systému popsaného ve tvaru racionalni
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lomené pienosové funkce. Tomu odpovida zapojeni na Obr.9. Hledame tedy koeficienty
racionalni lomené pienosové funkce H(f) filtru, ktery je buzen procesem X(n) tak, aby na
vystupu filtru byl signal y(n), ktery se blizi pozadovanému procesu d(n). Nalezeni
parametrl posuzujeme podle minima chybové funkce e(n). Metody jsou tedy zalozeny na
vypoctu autoregresniho modelu casové fady vzorki, které jsou povazovany za vystup
linearniho dynamického systému se vstupnim signalem typu bilého Sumu. Spektrum
vystupniho signdlu je pak dano frekven¢ni pfenosovou funkci této soustavy a faktorem

jejiho zesileni, ktery je dan rozptylem vstupniho bilého Sumu. [34]

parametry filtru

vstupni vystupni signal
signal x(n) y(m)

—  filtr e

B chybovy signal
pozadovany signal d(n) &(n)

Obr.9 Wieneruv filtr [34]
Diskrétni Fourierova transformace (DFT)

Zakladem pro vypocet frekvencénich spekter DNA spektrogramu je diskrétni
Fourierova transformace (DFT). Byva casto nazyvana kratkodobou diskrétni Fourierovou
transformaci (STFT). Jako STFT se oznaCuje Fourierova transformace aplikovana na
analyzovanou funkci postupné po kratkych usecich, které vybird pomoci redlného
symetrického okna. Vlastni vypocet se Casto v praxi realizuje rychlymi algoritmy FFT
(rychla Fourierova transformace). Jedna se o efektivni vypocet DFT a ozna¢eni FFT nema
z hlediska jejich vlastnosti (kromé& rychlosti) opodstatnéni.

DFT je definovanym algoritmem nad jistymi vektory €isel. Transformace je funkci
frekvence, kdy koeficienty diskrétniho spektra ptislusi jistym frekvencim a vzorky signalu
jistym Casovym okamziklim (v ptfipadé analyzy DNA pomoci spektrogramu jde o jisté
pozice bazi jdoucich v sekvenci za sebou). [16]

Frekvencni spektrum kazdé baze ziskame dosazenim vektoru numerické

reprezentace do vzorce pro vypocet DFT:
(12)

kdek=0,1,...N2aX=AC,T,G.
Symbol N oznacuje délku okna, tedy cast sekvence, pro kterou se pocita DFT; K je
koeficient spektra z intervalu 0 az N/2, ktery urcuje potadi vzorkt v kmitoc¢tové oblasti; j je
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imaginarni ¢islo; n znaci poradi jednotlivych oken jdoucich v ¢ase za sebou; ux(n) je n-ta

hodnota v indika¢ni sekvenci vymezena oknem N. [1],[16]

Vysledné vykonnostni spektrum pro vSechny béaze se vypocita podle vzorce:

S[k] = Ua[k]1* + U [K]I? + |Uc[k]I? + [Ug[K]I*. (13)
[3].[25]

Autoregresni (AR) model

Jde o ¢isté rekurzivni model. Je vyjadien parametrickou rovnici frekven¢niho spektra
signalu. Koeficienty této rovnice lze vypocitat nékolika riznymi algoritmy. V AR modelu
je hodnota signalu v Case t vyjadiena linearni kombinaci ptedchozich hodnot (doptfedna
predikce), kombinaci nasledujicich hodnot (zpétna predikce) nebo kombinaci obojiho
(doptedné-zpétna predikce). Jako doptedna predikce vstupniho signalu x(n) je definovan
vztah:

x(n) = ¥(n) + e(n) (14)
P
in)=— ) ax(n—k),
; .

kde p je fad AR modelu, ax jsou parametry modelu, e(n) reprezentuje nahodnou chybu a
%(n) je odhadovany signal. Vykonovou spektralni hustotu neboli vykonnostni spektrum
(PSD) AR modelu na vystupu soustavy ur¢ime jako souéin vykonnostniho spektra na
vstupu a druhé mocniny absolutni hodnoty frekven¢ni pfenosové funkce:

(15)

0.2

|1 +3 akexp(—ja)k)|2 ’

Pir(w) =

kde Par(w) je vykonnostni spektrum pti thlové frekvenci w, o° je celkovy vykon signalu

bilého Sumu a soucin (—jwk) je frekvenéni pfenosova funkce. [2],[26]

Prvnim krokem vypoctu je odhad parametri ax AR modelu. Existuji ¢tyfi hlavni
algoritmy pro tento odhad — Yule-Walkerova metoda, Burgova metoda, kovarian¢ni
metoda (znama také jako metoda nejmensich ¢tvercit) a modifikovana kovarianéni metoda.
Burgova metoda je vypocetné nejefektivnéjsi. Algoritmus funguje tak, ze ze vztahtu 14 je
potieba vypocitat nahodné chyby e(n) podle piesnych rovnic a ve vysledku minimalizovat
soucet dopiednych a zpétnych chyb. Hlavnim principem je odhad rozdilu mezi signalem a
idealnim modelem signalu, ktery je formulovan rovnicemi 14. [2],[27]

Dal§im krokem je vypocet fadu AR modelu. Rad p neni nijak globalné znam,

musime jej vypocitat v souladu s charakteristikami dat. Ptili§ nizk&4 hodnota fadu ma za
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nasledek ptrehnané vyhlazeny spektradlni odhad, zatimco pfili§ vysokd hodnota fadu
zpusobuje falesné piky ve spektru. Existuje mnoho kritérii, podle kterych se vybira
hodnota fadu. Patii k nim findlni predikce chyby (FPE), Akaikeho informacéni kritérium
(AIC), korigované Akaikeho informacni kritérium (AICc), minimalni popis délky (MDL) —
coz je to samé jako Bayesovo informacni kritérium (BIC) a poslednim je Hannan-
Quinnovo kritérium (HQC).

Jsou definovany vztahy:

FPE(p) = V, x%z (16)
AIC(p) = log(V,) + 2, (17)
AlCc(p) = log(V,) + ;(f—:_l;, (18)
BIC(p) = MDL(p) = log(V,) + 222, (19)
HQC(p) = log(Vp) + M. (20)

kde Vp, je ztratova funkce pro modelovy p-ty fad — normalizovany soucet druhych mocnin
nahodnych chyb e(n), tedy rozdil mezi odhadovanym %(n) a vstupnim signalem x(n). N je
pocet vzorkl (délka sekvence). Kdyz kriteridlni funkce dosdhne minima, korespondujici
hodnota p je povazovana jako nejlepsi fad. Vzdy je ale potieba si ziskané hodnoty ové&fit

experimentalné.

Je znamo, Ze vypoctena spektra pomoci Fourierovy transformace (FT) jsou nepfesna,
mohou obsahovat falesné piky a maji slabé rozliSeni. AR model nema tento problém, coz
bylo dokazano mnohym métenim, jak uvadi literatura. [2],[26]

Mezi dal$i metody cislicového zpracovani signall pouzivané v analyze DNA
spektrogramu patii AMFD funkce (Average Magnitude Difference Function) a algoritmus
TDP (Time Domain Periodogram). Tyto metody produkuji ekvivalentni vysledky jako FT
nebo AR model, ale dosdhnou jich jen za pouziti oken s velmi malou délkou. Jsou
vyhodnéjsi pro predikci takovych exond v sekvenci DNA, které jsou kratké a rozmistény

Vv té€sné vzdalenosti. [20]
4.2.3. Mapovani DFT hodnot do RGB prostoru

Spektra Ctyt binarnich vektord Ua[k], Uc[K], Ug[k] a U¢[k] hodnot DFT

zredukujeme do tii sekvenci v RGB prostoru pomoci rovnic:
X, [kl = a,[Us[k]| + t,[Ur[k]| + ¢, |Uc[k]| + g, |Ug K]
Xylk] = aglUylk]l + t4|Uz[K]| + ¢4 |Uc[K]l + gg|Uglk]|
Xplkl = ap|Uslk]l + t,p|Ur[k]| + cp [Uc[k]] + g5 UG K], (21)
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kde (ar, ag, ap), (tr, tg, tv), (Cr, Cg, Cv) @ (Ar, Yy, Ub) jsou barevné mapovaci vektory pro baze
A, T, C, G. Vysledna barva pixelu X, 4[K] je dana superpozici mapovacich vektora barev
vahovanych frekvencni sloZzkou baze na dané pozici. Pro barevné mapovani je obecné
doporuceno, aby barevné mapovaci vektory byly zvoleny jako vrcholy pravidelného
Ctyfsténu (viz Obr.2). [1],[14]

Hodnoty jsou:

ar= t,=0911 ¢, =0244 g, =-0.817

ag = ty=-0244 ¢c;=0911 gy=-0471

ap=1 t,=-0.333 ¢, =-0.333 (@,=-0471 (22)
Pouzivaji se i jiné hodnoty. [3] Napt-:

a=0 r = 0.943 cr=-0471 ¢,=-0471

a;=0 ty;=0 c;=0816 g, =-0.816

ap=1 t,=-0.333 ¢, =-0.333 (@,=-0.333 (23)
Nebo nejcastéji:

ar= tt=1 ¢ =0 or = 0.333

ag = ty=0 cg=1 gg = 0.333

a=1 t,=0 b =0 0,=0.333 (24)

Vybér vhodnych barevnych mapovacich vektorli zavisi na tom, co chceme ze
spektrogramt identifikovat. Vétsinou se jejich volba fesi prakticky pfi tvorbé a testovani

novych algoritmu.
4.2.4. Normalizace hodnot pixela

Pied vykreslenim spektrogramu musime RGB hodnotu kazdého pixelu Xrgp
normalizovat na rozsah 0-1. Mizeme pouzit klasickou normalizaci pro kazdou barevnou

slozku zvlast’ pomoci rovnice:

Xr,g,b (i,j)—min [Xr,g,b]
max [Xr,g,b]—min [Xr,g,b].

Xr,g,b (i,j) = (25)

4.2.5. Zaména poradi kroki

Algoritmy pro vytvofeni barevnych DNA spektrogrami mohou byt i s jinym
potadim kroki, napft. 1,3,2,4 nebo 1,2,4,3. Zaménime-li zakladni potadi krokt na 1,3,2.,4,
zméni se pocet vektord vstupujicich do kroku vypoctu spektra (2) ze ¢tyt na tii. Je to proto,

ze po prvnim kroku (konvertovani DNA sekvence do numerické reprezentace) nasleduje
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jako druhy krok redukce 4D reprezentace do 3D, tedy mapovani hodnot do RGB prostoru
(3). Poslednim krokem je potom normalizace hodnot pixeld (4).

Zaménime-li pofadi na 1,2,4,3, vstupuji do kroku vypoctu spektra (2), stejné jako v
zakladni verzi poradi kroki, Ctyfi vektory. Zména je ale v posledni ¢asti, kdy do kroku
mapovani hodnot do RGB prostoru (3) vstupuji ¢tyfi vektory hodnot normalizovanych na
rozsah 0-1. Z posledniho kroku (3) budou tedy k dispozici hodnoty mimo rozsah 0-1 a to
bude mit vliv na vykresleni RGB spektrogramu. V literatui'c se nejvice pouziva algoritmus
s poradim kroki 1,2,3,4. [1],[14],[32]

4.2.6. Finalni vytvoreni spektrogramu

K samotnému vytvofeni spektrogramu potiebujeme okno s danou délkou, které se
pohybuje po sekvenci dat. Spektrum DNA segmentu je ukazano na Obr.10. Je tvofeno
pasem za sebou jdoucich barevnych pixeli. Pro dlouhé DNA sekvence opakujeme kroky
1) — 4) algoritmu pro vykresleni spektrogramu se zvolenou velikosti okna podél celé
sekvence. Okna se mohou ptekryvat. Horizontalni péasy (segmenty DNA) jsou skladany
vertikaln¢ vedle sebe, pricemz kazdy pas je definovan frekvenénim spektrem daného
segmentu DNA (viz Obr.11).

Vzhled spektrogramu je ovlivnén vybérem velikosti okna, zvolenim délky
ptekryvajicich se sekvenci mezi sousednimi okny a pouzitymi hodnotami barevnych
mapovacich vektorti. Velikost okna ovliviiuje frekvencni rozliSeni a velikost pixeld
reprezentujicich dané baze. Hledame-li napt. v sekvenci DNA opakujici se vzory, je lepsi
pouzit okno nékolikrat vétsi nez je délka repetitivniho vzoru, ale mensi nez je velikost
regionu, ve kterém se vzor nachazi. Dals$im sledovanym parametrem je velikost piekryti
dvou sousednich oken. Se zvySujici se hodnotou, se zlepSuje rozliSeni jednotlivych pozic

bazi v sekvenci. [1]

)
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Obr.10 Barevné spektrum DNA segmentu [1]
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Obr.11 Spektrogram DNA sekvence [1]

4.3. Vzory detekovatelné ze spektrogramu

Spektrogramy umoziuji vizualizaci a detekci biologicky vyznamnych oblasti DNA
ptehledné v ramci celého genomu nebo podrobnéji pro uréity usek sekvence DNA.

DNA eukaryot obsahuje znacny podil nekddujicich sekvenci. Nejsou vétSinou
transkribovany a jejich funkce neni ve vétsing pripadii znama. Mohou byt unikatni nebo se
v genomu nachazi ve vice identickych ¢i podobnych kopiich. Sekvence DNA s vysokym
mnozstvim takovychto kopii se nazyvaji repetitivni sekvence. Pokud jsou kopie
sekvenéniho motivu usporadany za sebou, hovotfime o tandemovych repeticich. Sekvence,
kter¢ se neseskupuji a jsou lokalizované na mnoha mistech genomu nazyvame
rozptylenymi repeticemi. [17]

Funkce repetitivnich sekvenci v DNA stale neni UpIn€ objasnéna, ale v poslednich
letech bylo zjisténo, Ze pocet tandemovych repetici mize souviset se vznikem riznych
onemocnéni a hrat dileZitou roli v genové regulaci. Né&které tandemové repetice byly
pouzivany jako dileZité genetické markery pro studie mapovani gentll, analyzu genovych
vazeb a testovani totoZnosti. Proto ma jist¢ analyza repetici v DNA sekvenci znacny

vyznam. [2]
4.3.1. Tandemové repetice

U tandemovych repetici sledujeme Ctyfi vlastnosti — délku vzoru, strukturu vzoru,
pocet kopii a pozice vzort. Uvazujeme-li délku vzoru, repetice mizeme rozdélit do tii typii
— satelity, minisatelity a mikrosatelity.



Satelitni DNA je hojnd v oblasti centromer a konstitutivniho heterochromatinu.
Vytvaii bloky s délkou v rozmezi 100 kbp az 1 Mbp (part bazi). Jednotlivé vzory maji
délku vétsi nez 100 bp. Z mnoha sateliti nachazenych v oblasti centromer, tvofi rodina alfa
satelitu (s primarni jednotkou dlouhou 171 bp) pravdépodobné funkéni jadro centromery,
je tedy dulezitd béhem bunééného déleni. Funkce ostatnich satelitli je nezndmad, jsou
povazovany obvykle za odpadni (junk) DNA.

Minisatelity jsou krats$i tandemové repetice vytvaiejici bloky v rozsahu od 1 kbp do
20 kbp slozené ze vzori o délce 9-80 bp. Vyskytuji se v subtelomerickych oblastech
chromozomu. Jsou obvykle mnohotvarné co do poctu opakovani jednotky repetice a
mohou byt pouzity jako genetické markery (VNTR). Nékdy se uvazuje o tom, ze by
nekteré minisatelity mohly mit regulacni funkce, jako napt. VNTR v promotoru
inzulinového genu, kde byla rtizna délka VNTR asociovana s riznymi typy diabetu.

Mikrosatelity jsou tvofeny 1-6 bp, které se opakuji v délce az 150 bp. Jsou
nejcastéj$i formou repetitivnich sekvenci a vyskytuji se na riznych mistech vSech
chromosomii. Nejcastéjsi jsou dinukleotidové repetice, ze kterych ptrevazuje typ CA (TG
na komplementarnim vlakn¢). Z mononukleotidovych repetic se vyskytuji nejcastéji A a T,
naopak G a C jsou vzacné. Mikrosatelity jsou v genomu velice ¢asté, vysoce polymorfni a

jsou Casto pouzivany jako genetické markery. [2],[17]
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Obr.12 DNA spektrogram chromozomu 111 C. elegans, okno 10000, posun okna 0 [14]
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Priklad spektrogramu, ve kterém mulZeme rozeznat oblast minisatelitu, vidime na
Obr.12. Uprostied spektrogramu chromozomu III modelového organismu Caenorhabditis
elegans se nachazi vertikalni linie na pozici 7,4 Mbp identifikujici minisatelit o délce
zhruba 50 kbp. Osa y reprezentuje periodu a osa x pozice bazi. Takto jsme si zobrazili cely
chromozom. Cést chromozomu III C. elegans s detailnim zabérem na minisatelit je potom
ukazana na Obr.13.
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Obr.13 DNA spektrogram zndzornujici minisatelit v chromozomu Il C. elegans - detail z
Obr.12, okno 510, posun okna 400 [14]

4.3.2. Rozptylené repetice

Tyto sekvence se neseskupuji, jsou lokalizované na mnoha mistech genomu. VétSina
rozptylenych repetic vznikd procesem transpozice, coz muzeme oznacit jako skakani
segmentu DNA na jiné misto genomu. RozliSujeme dva typy rozptylenych repetic — DNA
transpozony a retrotranspozony.

DNA transpozony jsou v lidském genomu povaZovany za inaktivni v disledku
akumulace mutaci v prubéhu fylogeneze obratlovcd. Miuzeme ale vyrobit aktivni
transpozon odvozeny z lidskych fosilnich elementd, napt. transpozon "Sleeping Beauty",
ktery se muze stat zakladem dalsi generace genové terapie. Jadrem DNA transpozonu je
sekvence kodujici enzym transpozazu. Tento enzym se vaze k obéma konctim repetitivniho
elementu. Komplex transpozon-transpozaza se vaze na specificky sekven¢ni motiv jinde v
genomu. Transpozaza Stépi hostitelskou DNA a véze transpozon na nové misto. Takto se
transpozon pohybuje mechanismem vyjmout-vlozit.

Pro retrotranspozony je typické, Ze mechanismus jejich $ifeni je velice podobny
zivotnimu cyklu retrovirt. DNA retrotranspozonii se piepiSe do RNA (pomoci RNA
polymeraz II ¢i I1I), potom tato RNA kopie podléhd reverzni transkripci do DNA, ktera je
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vlozena do genomu na nové misto. V lidské DNA tvoii kolem 45% celkové sekvence a
maji tedy obrovsky vyznam pro pochopeni nekodujici DNA vibec. Na rozdil od DNA
transpozonu jsou v lidském genomu stale aktivni. Proces retrotranspozice je ale nachylny k
riznorodym chybdm. Proto jsou nov¢ vzniklé kopie vétSinou inaktivovany delecemi nebo
bodovymi mutacemi. RozliSujeme LTR retrotranspozony, LINE retrotranspozony (dlouhé
rozptylené jaderné elementy) a SINE retrotranspozony (kratké rozptylené jaderné
elementy). Tyto elementy piedstavuji velkou ¢ast DNA oznafovanou nékdy jako junk
(odpadni) DNA — tseky, které nejsou prepisovany v proteiny. [17] Priklad umélého LINE
retrotranspozonu je na Obr.14. Jedna se o repetici dlouhou 71 bp, vyskytujici se na
pozicich 1-71, 427-497, 853-923 bp, vlozenou do nahodné sekvence o délce 1070 bp.

umele dlouhe rozptylene repetice

perioda

1 119 238 357 476 594 713 832 951 1070
pozice v sekvenci

Obr.14 DNA spektrogram s umélymi rozptylenymi repeticemi, okno 100, posun okna 1
4.3.3. CpG ostriivky

Jedna se o regiony v DNA bohaté na CpG dinukleotidy. CpG vznikaji metylaci
DNA, pfi které dochéazi k napojeni metylovych skupin na cytosin, po kterém nasleduje
guanin. Pismeno p oznacuje fosfatovou vazbu mezi obéma nukleotidy. CpG ostriuvky se
nachazi v blizkosti témér 70 % promotora lidskych genli a umoznuji vazbu transkripénich
faktord. VétSina CpG mist je v lidském genomu metylovana, kromé CpG mist
oznacovanych jako CpG ostrivky, které jsou nemetylovany. Zména nemetylovanych CpG
ostrivkl na metylované je doprovazena ztratou genové exprese. Tyto zmény také souvisi s

nadorovym onemocnénim. [19]
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CpG ostritvky jsou vyznamné pro studium genové regulace. Hraji diilezitou roli pfi
bunééné diferenciaci a regulaci genové exprese u obratlovci. Podle jedné teorie jsou CpG
ostriivky oznacovany jako oblasti s nejméné 200 bp a obsahem C+G vice nez 50%. Jina
teorie fikd, Ze jsou to regiony del§i nez 500 bp s obsahem C+G minimaln¢ 55%. Pomér
C+G (pocet C x poCet G / délka segmentu) je dan hodnotou 0,6-0,65. Ptiklad CpG
ostruvku nachazejiciho se v segmentu lidského chromozomu 21 (9905604-9907958 bp)
vidime ve spektrogramu na Obr.15. V centralni ¢asti spektrogramu vidime zelenou oblast,
coz je pravé CpG ostrivek obsahujici baze C mapované zelenou barvou a baze G

mapované Sedou barvou. [1]
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Obr.15 Spektrogram CpG ostriivku v segmentu chr.21, okno 120, posun okna 1 [1]

4.4. Prakticka ukazka DNA spektrogramu

V programovém prostiedi Matlab verze R2010a byla navrzena prvni moznost feseni
metody konstrukce spektrogramu. Algoritmus respektuje pofadi kroku 1) — 4) uvedenych v
kap. 4.2. Numericka reprezentace byla zvolena 4D binarni (Vossova). Pro vypocet
frekven¢niho spektra byla pouzita Fourierova transformace. Pro mapovani DFT hodnot do
RGB prostoru byly vyuzity rovnice 21 a hodnoty barevnych mapovacich vektort byly
zvoleny ze vztahu 24. Vysledné hodnoty pixeld byly normalizovany s vyuzitim rovnice 25.
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Jako testovaci sekvence byla vybrana Oryza sativa (ryze setd) z databaze NCBI ve
* fasta formatu. [22] Tato sekvence obsahuje tandemové repetice a da se na ni dobfe ovéfit
funkcnost algoritmu. Jeji oznaceni je X64775.1 a je dlouha 303 bp.

Pted vykreslenim spektrogramu bylo potieba nastavit vhodné délku okna a posun
oken, pro které se pocitala FT. Délka okna by méla s délkou sekvence korespondovat tak,
aby nebyla pfili§ mald nebo naopak velka. Mala délka okna zplisobi, ze program nenajde
repetice delsi nez zvolena délka okna. Velka délka okna mé za nasledek nepiehlednost
spektrogramu. Hodnoty pro délku okna byly tedy pro porovnani nastaveny na 20 (viz
Obr.16), 60 (viz Obr.17) a 120 (viz Obr.18) s posunem oken 1. Hodnota 1 pro posun oken
je pro tuto kratkou testovaci sekvenci nejvyhodné&jsi pro dobré rozliseni obrazku. Cim vétsi
hodnotu zvolime, tim vice se snizi pocet spekter ve spektrogramu a vysledek je nepiesny
(viz Obr.19). Avsak vyssi hodnoty je dobré pouzit u velmi dlouhych sekvenci, kdy se nam
snizi doba vypoctu algoritmu.

Spektrogram sekvence X64775

perioda

1 34 68 101 135 168 202 235 269 303
pozice v sekvenci

Obr.16 Spektrogram sekvence O. sativa s délkou okna 20
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perioda

Spektrogram sekvence X64775
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pozice v sekvenci

Obr.17 Spektrogram sekvence O. sativa s délkou okna 60

Spektrogram sekvence X64775
120

20
10.91
7.5

5.71

1 34 68 101 135 168 202 235 269 303
pozice v sekvenci

Obr.18 Spektrogram sekvence O. sativa s délkou okna 120
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Spektrogram sekvence X64775

1 34 68 101 135 168 202 235 269 303
pozice v sekvenci

Obr.19 Spektrogram sekvence O. sativa s posunem oken 20

Nejvhodnéjsi nastaveni parametri pro FT je délka okna 60 a posun oken 1, coz
vidime z Obr.17. Na ose X jsou zobrazeny pozice nukleotidovych bazi v sekvenci, na ose y
je znazornéna perioda opakované sekvence — podil délky sekvence N a koeficientu spektra
k. Vyznam barev je nasledujici:

e zelend barva = cytosin
e cervend barva = thymin
e modra barva = adenin

e Seda barva = guanin

Pro lepsi Citelnost vysledku je kazda nukleotidovd baze reprezentovdna jinou barvou a
frekvencni spektrum vSech Ctyf bazi je slouceno do jednoho barevného spektrogramu.
Vysledny barevny pixel potom ma intenzitu odpovidajici ¢tyfem bazim na dané frekvenci.

Useky obsahujici repetitivni &asti jsou znazornény bilou barvou. Vechny tyto oblasti
se vyskytuji na svislé ose na pozici okolo hodnoty 3. Muzeme tedy fici, ze vSechny
repetice v O. sativa maji délku opakované sekvence 3. Hlavni tandemova repetice s
nejvetsi délkou opakovani se vyskytuje na pozicich 142-186 bp v sekvenci a jde o
trinukleotidovou GGC, coz mizeme vidét v tab. 1 niZze zvyraznéno modrou barvou. V
repetici se muze vyskytovat jedna mutace, napf. misto GGC je na pozicich 142-144 bp
GGA. Dale mizeme dvakrat najit mutaci GAC na pozicich 151-153 bp, 157-159 bp a
mutaci GGT vidime na pozici 181-183 bp.
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Dalsi velmi kratkou tandemovou trinukleotidovou repetici v sekvenci O. sativa je
CGG na pozicich 59-76 bp. Je zvyraznéna zlutou barvou a obsahuje jednu mutaci CGG na
TGG.

Posledni nejkratsi tandemovou repetici, zvyraznénou zelené, je TAC na pozicich 49-
57 bp, opét s jednou mutaci TAC na GAC. Tabulka vznikla s pomoci vetfejné databaze
Tandem Repeats Database (TRDB), ktera slouzi jako archiv informaci o tandemovych
repeticich v genomech organismu a umoznuje diky Sirokému vybéru metod jejich analyzu.

[23],[2]

TaBULKAL

1 ATGGAG AGCGAC TGCCAG TTCTTG GTGGCG CCGCCG CAGCCG CACATG FTACTAC GACACG
61 GCGGCG GCGGCG GTGGAC GAGGCG CAGTTC TTGCGG CAGATG GTGGCC GCGGCG GATCAC
121 CACGCG GCCGCC GCTGGG AGAGGA GGCGGC GACGGC GACGGC GGCGGC GGCGGC GGCGGC
181 GGTGGC GGGGAG AGGAAG CGGCGG TTCACG GAGGAG CAGGTG CGGTCG CTGGAG ACGACG
241 TTCCAC GCGCGG CGGGCC AAGCTG GAGCCG CGGGAG AAGGCG GACGTG GCGCGG GAGCTC
301 GGG

5. Programové reSeni metod konstrukce
spektrogrami

Vsechny metody konstrukce spektrogramii byly feSeny v programovém prostiedi
Matlab verze R2010a, tak jako prakticka ukazka DNA spektrogramu v kapitole piedchozi.
Metody se daji rozdélit na dvé hlavni podkapitoly podle typu operace pouzité na vypocet
frekvenéniho spektra. Tyto jsou dvé — Fourierova transformace a odhad spektra pomoci
autoregresniho modelu. Obé metody vypoctu spektra jsou realizovany jako samostatné
funkce DFT.m a p_burg.m volané hlavni funkci. Hlavni funkce je tvotfena nékolika kroky:

1)  konvertovani DNA sekvence do numerické reprezentace
2)  vypocet frekvenéniho spektra (vykonnostniho spektra)
3)  mapovani DFT hodnot do RGB prostoru

4)  normalizace hodnot pixelt

Kroky 2,3,4 mohou za sebou nasledovat v rizném poradi, jak zobrazuje schéma na
Obr.20.
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Obr.20 Poradi krokii pro vytvoreni spektrogramu

Nejprve k popisu jednotlivych krokt zvlast. Na zacatku skriptu se nacita sekvence
ve *.fasta formatu do proménné seq pomoci piikazu fastaread. Prvni ¢asti hlavni funkce a
vzdy prvnim krokem pro vSechny metody je pievod DNA sekvence reprezentované
pismeny A,C,T,G na numerickou reprezentaci jedni¢ek a nul. Numericka reprezentace byla
zvolena 4D binarni (Vossova) pro vsechny metody (kap. 3.1.1). Do matice num_repr o
Ctyfech fadcich a poétu sloupct podle délky testované sekvence se ukladaji hodnoty 1 a 0.
V prvnim fadku se tedy pfifadi jednicky pozicim, kde se v sekvenci nachazi adenin (A), na
ostatnich pozicich jsou nuly. Pro druhy fadek plati totéz, ale pro thymin (T). Pro tfeti a
¢tvrty fadek napodobné pro cytosin (C) a guanin (G).

L = length(seq);

num _repr(l,:)= seq == 'A';
num repr(2,:)= seq == 'T';
num repr(3,:)= seq == 'C';
num repr(4,:)= seq == 'G';

V piipadé¢ algoritmu s poradim kroki 1,2,3,4 je dalSim krokem vypocet frekvencniho
spektra. Pfed samotnymi for cykly, které realizuji tento vypocet, si definujeme hodnoty pro
délku okna w a posun oken o. Nasledujici dva for cykly prochazi numerickou reprezentaci
— matici num_repr, po sloupcich u a po tadcich v.

for u = 1:0:L-w
v = 1:4
x1 =(num repr (v,u:utw))-mean (num repr(v,u:utw)));
x = (hann(length(x1l)))'.*x1; % radek jen pro FT!
spektrum = DFT (x);
% pro AR model:spektrum = p burg(x,p)
spektrum celkem (v, :)= spektrum.”2;
end
end

Prvni for cyklus prochazi numerickou reprezentaci po sloupcich u od prvni hodnoty s
krokem o (posun oken) az do hodnoty L-w (délka sekvence minus délka okna). Druhy

vnofeny for cyklus prochazi reprezentaci po fadcich v. Do proménné x1 se ukladaji
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hodnoty o délce u vzdy z jednoho fadku matice num_repr, tedy pro jeden typ nukleotidu, s
odectenou stfedni hodnotou proménné hum_repr. Ta se odecita proto, aby se v horni ¢asti
spektrogramu nezobrazoval bily pruh.

Vektor x1 potom vynasobime Hannovym oknem (hann), abychom dostali
kvaziperiodicky signal (abychom ho zkratili na konecnou délku). Tento krok chybi ve
skriptu, ktery pouziva AR model pro vypocet frekvencniho spektra.

Pro vSechny hodnoty vektoru X se potom spektrum vypocita volanim samostatné
funkce DFT.m nebo p_burg.m (v ptipadé odhadu spektra pomoci AR modelu), ve kterych
jsou ulozeny vztahy pro vypocet Fourierovy transformace a AR modelu. Jejich vystupy
jsou ukladany do proménné spektrum. Jednotliva spektra se umocni na druhou a uloZi do
matice spektrum_celkem na danou pozici. S touto matici dale pracuji kroky "mapovani
DFT hodnot do RGB prostoru”" a "normalizace hodnot pixeli". Vypocet spektra obéma
metodami bude podrobnéji uveden v podkapitole 5.1 a 5.2.

Ttetim krokem v piipadé algoritmu s pofadim kroku 1,2,3,4 je mapovani DFT
hodnot do RGB prostoru. Nejprve si definujeme hodnoty barevnych mapovacich vektora
podle vztahi 22-24 z kap. 4.2.3. Hodnoty vektortt R, G, B ziskame superpozici
mapovacich vektori barev vahovanych frekvencni slozkou baze na dané pozici, tedy
odpovidajicim spektrem ulozenym v matici spektrum_celkem. Tento krok je v Matlabu
popsén fadky:

R = ar.* (spektrum celkem(1l, :)

+cr.* (spektrum celkem(

G = ag.* (spektrum celkem(1 )

+cg.* (spektrum celkem(

B = ab.* (spektrum celkem(1 )
+cb.*(spektrum_celkem(

+tr.* (spektrum celkem(2,:))+
) +gr.* (spektrum celkem( 1))
+tg.* (spektrum celkem(2 ))+
) +9g.* (spektrum celkem( :))
+tb.* (spektrum celkem(2 ))+

1))

) +gb. *(spektrum_celkem(

)
:)
)
:) ;
)
:) ;
Vektory musime transponovat, aby mohly byt skladany vertikalné vedle sebe do
vysledného spektrogramu.
Normalizace hodnot pixelt je realizovana ve skriptu rovnici 25 z kap. 4.2.4. Z
vektori hodnot z pfedchoziho kroku jsou vypocteny hodnoty normalizované na rozsah 0-1:

min (min (R)) ;

MaxR = max (max (R)); MinR
nR = R - MinR;
nnR = nR/ (MaxR-MinR) ;

MaxG = max (max (G)); MinG = min(min(G)) ;
nG = G - MinG;
nnG = nG/ (MaxG-MinG) ;

MaxB = max (max(B)); MinB = min(min(B));

nB = B - MinB;
nnB = nB/ (MaxB-MinB) ;
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OvSem v hlavnim skriptu pro AR model bylo potieba provést jest¢ jednu
normalizaci, aby bylo mozné 1épe rozliSit oblasti zajmu od pfili§ tmavého pozadi
spektrogramu. Tato normalizace je ve skriptu pfed predchozi zminénou, ktera hodnoty
upravuje na rozsah 0-1. Napted se provede vydéleni kazdé hodnoty z vektoru R, G a B
trojnasobkem normalizac¢ni konstanty str_hodn, ktera slouzi pro snizeni rozptylu hodnot ve
vektorech. Tato konstanta se vypocita jako prumér stfednich hodnot z jednotlivych

vektora.

str hodn = mean ([mean(R) mean(G) mean(B)]);

R = R./(3*str_hodn);

G = G./(3*str_hodn);

B = B./(3*str_hodn);

Potom nésleduje vyhledani hodnot pfesahujicich maximalni povolenou hodnotu 1 v
kazdém vektoru R, G i B, coz se ulozi do proménné m. Dalsi uprava barev je provedena
ttemi for cykly. V kazdém se vzdy pro jeden vektor (jednu barvu z RGB) nastavi hodnota
1 jako maximum (zde v piikladu kodu je to fadek G (m(i))= 1) a ostatni dva vektory
(zde R a B) se snizi o hodnoty vétsi nez 1 ulozené v dané proménné, tedy vydeli danou

proménnou (zde je to zelena).

[m] = find (G>1);
pocet = length (m);
for 1 = 1l:pocet
zelena = G(m(1i))
G(m(i))= 1;
R(m(i))= R(m(1i))/zelena;
B(m(i))= B(m(i))/zelena;
end

Po poslednim kroku tedy muze byt vykreslen spektrogram. Pred vykreslenim
ptikazem image se tfi normalizované vrstvy NnnNR, NnnG a nnB ulozi do proménné RGB.
Vysledna barva pixelll je ddna superpozici hodnot téchto tii vrstev. Pfechod na dalsi
spektrum segmentu urc¢ené oknem w a posunem oken o se déje pomoci piicteni jednicky k
pomocné proménné pom definované jesté pied samotnym for cyklem na hodnotu 1.

RGB(:,pom,1l) = nnR;
RGB(:,pom,2) = nnG;
RGB(:,pom, 3) = nnB;

Na konci hlavniho skriptu se jesté upravuji hodnoty na obou oséach. Svislou osu je
tteba prepocitat z frekvence na periodu, aby se 1épe odhadovaly délky repetic. Do pomocné
proménné periody se ukladaji zaokrouhlené piepoctené hodnoty z frekvence na periodu.
Piikazem set se prenastavi hodnoty na ose y tak, ze v prvni ¢asti se funkci gca ziskaji

soucasné hodnoty osy a v druhé ¢asti se ptepiSou podle proménné periody.
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periody = round((w./(l:w/2))*100)/100;

krok osy y = 10;

y tick = [linspace(l,w/2,w/2)];

set(gca, 'ytick',y tick(l:krok osy y:end),

'yTicklabel',periody(l:krok osy y:end))

Vodorovnou osu je také potieba nastavit, aby se na ni zobrazovaly hodnoty od 1 do
délky sekvence L (bp) misto hodnot délky okna w. Musime urcit velikost vykreslované
matice RGB. Konkrétné¢ nas zajima pocet sloupcti colms, ktery pouZzijeme pro zjisténi

soucCasnych soutadnic 0Sy X ptikazem gca. Osu potom pienastavime na hodnoty proménné

osa_X.
[rows colms layers] = size (RGB);
krok osy x = 10;
osa x = fix(linspace(l,L,krok osy x));

set (gca, 'xtick', [linspace (1, colms, krok osy x)],
'xTicklabel',osa_ x)

5.1. Fourierova transformace

DFT.m je podfunkce volana hlavnimi funkcemi oznacenymi hlavni_1234.m,
hlavni_1243.m a hlavni_1324.m. Skript obsahuje vztah 12 z kap. 4.2.2 realizujici vypocet
Fourierovy transformace. Nejprve si ur¢ime parametr N oznacujici délku okna, tedy cast
sekvence, pro kterou se pocitd DFT. Tato délka okna je vlastn¢ vektor X tvofeny hodnotami
sloupcti u, vzaty vzdy z jednoho fadku v z celkovych ¢ty (pro dany nukleotid) z num_repr
(viz tadek hlavniho skriptu: x = (num repr (v, u:u+w)) ;). Déle si pfipravime prostor

Vv oW

pro vektor U, do kterého se ukladaji prabézné hodnoty po FT.

N = length (x);
U zeros (1, floor (N/2));

Samotny vztah pro vypocet FT je ulozen ve for cyklu:

for k = 1:N/2

n linspace (0,N-1,N) ;

U(k) = sum(x.*exp(-2*1li*pi*k*n/N)); % FT
end

kde k je koeficient spektra z intervalu 0 az N/2, ktery uréuje poradi vzorkl v kmitoc¢tové
oblasti a n znaci pofadi jednotlivych oken jdoucich v ¢ase za sebou (vektor N bodi v
rozmezi a v¢etné hodnot 0 a N-1). Posledni fadek skriptu je vystupem pro hlavni funkci,

kde se vytvoti vykonnostni spektrum souctem vSech Ctyt spekter pro kazdy nukleotid.

spektrum = abs (U);
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5.1.1. Zaména poradi kroki pro vytvoireni DNA spektrogramu

Prvnim tkolem bylo srovnat spektrogramy vykreslené skripty s rizné zaménénym
poradim krokti 1) — 4) podle schématu na Obr.20. Pro tento ukol byl krok vypoctu
frekvencniho spektra vzdy realizovan stejnou metodou a to Fourierovou transformaci.
Hlavni skripty tedy volaji funkci DFT.m. Délka okna byla nastavena na hodnotu 1000 a
posun oken na hodnotu 500.

Nejprve aby bylo jisté, ze zakladni skript hlavni_1234.m s klasickym potfadim kroki
1,2,3,4 funguje spravné, byla vytvofena nahodna sekvence o délce 60 kbp s bazemi A, T, C
a G opakujicimi se s periodou 15, 13, 11 a 9, stejna jako pouzili autofi v lit. 14. Nukleotidy
jsou reprezentovany barvami: A — modra, T — ¢ervena, C — zelena a G — Zluta. Na Obr.21
vidime vysledny spektrogram. Pfiblizime-li si oblast kolem periody 9-15 na ose y (viz
Obr.22), mizeme vy¢ist, Ze nukleotid A znazornény modrou barvou se opravdu opakuje s
periodou 15, coz pozorujeme jako vodorovny modry pruh. Nukleotid T se opakuje v
nahodné sekvenci s periodou 13, ve spektrogramu je to vykresleno jako cerveny pruh.
Zadani je splnéno i pro nukleotidy C a G. Pro porovnani je na Obr.23 uveden spektrogram

z lit. 14.
|

Spektrogram randseq(60000) kroky 1234

perioda

1 6667 13334 20000 26667 33333 40000 46666 53333 60000
pozice v sekvenci

Obr.21 Spektrogram nahodné sekvence o délce 60 kbp s periodicky se opakujicim vyskytem
nukleotidit A(15), T(13), C(11), G(9)
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Spektrogram randseq(60000) kroky 1234

16.39

perioda

8.26

1 6667 13334 20000 26667 33333 40000 46666 53333 60000
pozice v sekvenci

Obr.22 Detail z Obr.21 v oblasti kolem periody 9-15

perioda

pozice v sekvenci x10%

Obr.23 Spektrogram nahodné sekvence o délce 60 kbp s periodicky se opakujicim vyskytem
nukleotidit A(15), T(13), C(11), G(9) z lit.14

V Matlabu je nahodna sekvence vytvoiena pomoci piikazu randseq a periodicky
opakujici se nukleotidy realizuji fadky:

seq(1l5:15:end) = '"A'; % kazdy 15. nukleotid je A
seq(1l3:13:end) = 'T'; % kazdy 13. nukleotid je T
seqg(9:9:end) = 'G'; % kazdy 9. nukleotid je G
seqg(ll:11l:end) = 'C'; % kazdy 11. nukleotid je C
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32.26 32.26

Potom, co bylo ovéteno, ze program funguje spravné, nasledovala hlavni ¢ast ukolu
— prohozeni jednotlivych krokii pro vykresleni spektrogramu. Vysledkem jsou tfi obrazky s
pofadim kroka 1,2,3,4 (viz Obr.24a), 1,2,4,3 (viz Obr.24b) a 1,3,2,4 (viz Obr.24c)
vykreslené pomoci skriptd hlavni_1234.m, hlavni_1243.m a hlavni_1324.m. Vidime, Ze
spektrogramy jsou identické. Hodnoty barevnych mapovacich vektori byly oproti
predchozimu spektrogramu trochu odlisné: A — modra, T — Cervend, C — zelena, G — ¢erna.
Je to proto, ze skript 1,2,4,3 neobsahuje krok normalizace hodnot RGB jako posledni a
musi tedy fungovat pouze s ¢ernou [0,0,0] barvou pro nukleotid G, aby byly hodnoty typu
'double’ vstupujici do ptikazu image v rozsahu 0-1. Obr.24 jasné potvrzuje, ze zdména
poradi krokd nema na vysledny spektrogram vliv, ovS§em pomineme-li to, ze nukleotid G
splyva s Cernym pozadim spektrogramu. V literatufe je nejcastéji dodrzovano potadi kroki
1,2,3,4. Vétsinou je zadouci rozlisit vSechny ctyfi nukleotidy, proto je vhodné pouzit
skripty s pofadim kroki 1,2,3,4 nebo 1,3,2.4.

11000 11000

16.39 16.39
10.99 10.99
8.26
6.62
5.52
4.74
4.15
3.69
3.32
3.02
2.77
2.56
2.38
2.22
2.08

1 6667 13334 20000 26667 33333 40000 46666 53333 60000 1 6667 13334 20000 26667 33333 40000 46666 53333 60000

a) 1,2,3,4 b) 1,2,4,3
11000
32.26
16.39
10.99

8.26
6.62
5.52
4.74
4.15
3.69
3.32
3.02
2.77
2.56
2.38
2.22
2.08

1 6667 13334 20000 26667 33333 40000 46666 53333 60000

c) 1,3,2,4

Obr.24 Spektrogramy ndhodné sekvence s riiznym poradim krokii
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Pro ovéfeni, zda ma vliv zdména potadi krokd na vysledny spektrogram byla
otestovana i realné existujici sekvence O. sativa [22]. Z Obr.25 je vidét, ze vSechny tii
spektrogramy jsou identické. Délka okna byla nastavena na hodnotu 120 a posun oken na

hodnotu 1. Barevné mapovaci vektory byly stejné jako pfi testovani piredchozi nahodné
sekvence.

1 34 68 101 135 168 202 235 269 303 1 34 68 101 135 168 202 235 269 303

a)1,2,3,4 b) 1,2,4,3

1 34 68 101 135 168 202 235 269 303

¢)1,3,2,4

Obr.25 Spektogramy O. sativa s riiznym poradim kroku
5.1.2. Detekce vzoria ve spektrogramech pomoci FT

Hlavni program by mél slouZit pro detekci vzort ve spektrogramech. Pro otestovani,
jak se tyto vzory v obréazcich projevuji, byla vytvofena uméla nahodné sekvence o délce 60
kbp. Jeji spektrogram je mozno vidét na Obr.26. Délka okna byla nastavena na hodnotu
1000 a posun oken na hodnotu 500, protoze jde o dlouhou sekvenci, kterd se pomalu
vykresluje. Sekvence se generuje v Matlabu piikazem randseq, kdy do zavorky uvedeme
pocet bp. Tato tloha je zafazena ve skriptu hlavni_1234.m.
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Spektrogram randseq(60000)
1000 - z

32.26
16.39
10.99
8.26
6.62 B
5.52
474§
4.15
3.69 &
3.32
3.02
2.77 §
2.56 §
2.38
2.22
2.08

perioda

1 6667 13334 20000 26667 33333 40000 46666 53333 60000
pozice v sekvenci

Obr.26 Spektrogram nahodné sekvence o délce 60 kbp
Tandemové repetice

V této sekvenci byly potom uméle vytvofeny vzory, které se ve spektrogramech
mohou vyskytovat. Na Obr.27a) je vidét vlozena uméla repetice CGG jako tmavy pruh na
pozici okolo 10 kbp s vyraznym zelenym mistem okolo periody 3. Jde o tandemovou
trinukleotidovou repetici opakujici se v délce 150 bp = mikrosatelit. Protoze repetice se
opakuje s periodou 3 (tfi nukleotidy CGG), nachazi se zeleny prouzek na svislé ose okolo
hodnoty 3. Tato barva ndm potvrzuje, ze jde o trinukleotid CGG, protoze v barevnych
mapovacich vektorech je pro bazi C pouzita zelend a pro G Sedd. Zelena barva patrné
prevazi Sedou, proto se repetice vyskytuje jako zeleny prouzek. Miuzeme ji detailngji
pozorovat v Obr.27b).

Vlozeni umé¢lé repetice o délce tfi nukleotidy opakujici se v rozsahu 150 bp realizuji
ve skriptu hlavni_1234.m fadky:

seg(10000:3:10150) = 'C';
seg(10001:3:10151) = 'G';
seg(10002:3:10152) = 'G';

Pro porovnani byla vytvofena jina repetice — umély mikrosatelit AAATT. Ten
mizeme pozorovat v Obr.27c) jako tmavy pruh opét okolo pozice 10 kbp na ose X s
fialové zbarvenou ¢asti okolo periody 5 na ose y, protoze opakujici se ¢ast ma pét
nukleotidli a barvy mapovacich vektor pro A a T jsou modrd a Cervend, coZ nam da

dohromady v obrazku fialovou. Detail repetice vidime v Obr.27d).
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Repetice je také realizovana ve skriptu hlavni_1234.m radky:

seq
seq

seq

seq

(10000:
(10001:
seq(10002:
(10003:
(10004:

o o1 0 o

:10150)
:10151)
:10152)
:10153)
:10154)

'Al;
'A';
'A';
'T';
'Tl;

Spektrogram randseq(60000) repetice CGG

Spektrogram randseq(60000) repetice CGG
1000 e =

32.26
16.39
10.99
8.26
6.62
5.52

4.74 B8
4.15 8
3.60 [3

332

3.02 [
2.77
2.56 §
2.30 [
2.22 [
2.08

1 6667 13334 20000 26667 33333 40000 46666 53333 60000 6667
a) b)

Spektrogram randseq(60000) repetice AAATT

13334

Spektrogram randseq(60000) repetice AAATT

1 6667 13334 2000 26667 33333 40000 46666 53333 60000

6667 13334

c) d)

Obr.27 Spektrogramy ndhodné sekvence s umelymi repeticemi a)CGG, c)AAATT s detailnim
vyrezem okolo pozice 10 kbp pro b)CGG, d)AAATT

Na piedchozich obrazcich jsou ukdzany jen mikrosatelity, proto pro porovnani byly
vytvofeny spektrogramy s minisatelity. Nahodna sekvence s minisatelity tvofenymi
repeticemi CGCTTCCCCC opakujicimi se tandemové v délce 2 kbp je na Obr.28. Tato
sekvence je oznaCena jako randomseq_minisatelit.fasta a nacita se ptikazem fastaread v
hlavnim skriptu hlavni_1234.m. Minisatelit se projevi jako tmavy svisly pruh, SirSi nez
pfedchozi mikrosatelity. Protoze délka opakujictho se vzoru je vétsi (10) nez u
mikrosatelitii (3 nebo 5), obsahuje v sob¢ tento svisly pruh i vice malych vodorovnych

prouzki. Jejich pocet by podle [14] mél odpovidat délce opakujici se repetice. Tedy je-li
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pocet vodorovnych prouzkii L sudy, vypocteme délku vzoru jako 2L. Je-li pocet L lichy,
potom délka vzoru bude 2L+1. Pro tuto sekvenci randomseq_ minisatelit.fasta tedy
muzeme odhadnout po¢et L = 5 z Obr.28b, potom délka vzoru by méla byt 2L+1 = 11.
Spravna délka je deset nukleotidll, ale vysledek ptedchoziho vypoctu mize byt ovlivnén
nepfesnym urcenim poctu vodorovnych prouzkii. Jeden z nich totiz kopiruje horni okraj

spektrogramu, tak neni jisté, zda-1i se ma jesté pocitat.

I Spektrogram randseq(60000) minisatelit CGCTTCCCCC I Spektrogram randseq(60000) minisatelit CGCTTCCCCC
1000 g - = = — - .

32.26
16.39
10.99 e

1 6667 13334 20000 26667 33333 40000 46666 53333 60000 133234

a) b)

Obr.28 a)Spektrogram nahodné sekvence s minisatelity CGCTTCCCCC, b)detail okolo
pozice 10 kbp

Dalsi Obr.29 ukazuje tentokrat realnou sekvenci AL133493 human_chr21.fasta s
minisatelity [24], na rozdil od pfedchozi uméle generované. Jedna se o segment (pozice
76001 az 78000 bp) ze sekvence lidského chromozomu 21 oznacené jako AL133493. Tato
sekvence byla pouzita pro testovani i v lit. 2. Parametry pro vypocet spektra byly: délka
okna 120 a hodnota posunu oken 1. Ze spektrogramu muizeme vycist dva regiony mezi
pozicemi 650-750 bp a 800-1800 bp, které obsahuji minisatelity. Prvni region obsahuje
vzory o délce 32 bp, druhy ma vzory s délkou 17 bp. Srovnanim s databazi TRDB [23],
ktera vypocetla regiony jako 623-737 bp a 802-1768 bp, vykresluje skript hlavni_1234.m

spektrogram spravné.
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3.87

perioda

1 223 445 667 889 1111 1333 1555 1777 2000
pozice v sekvenci

Obr.29 Spektrogram segmentu sekvence AL133493 lidského chromozomu 21 s minisatelity
Rozptylené repetice

Doposud byly pro testovani algoritmii pouzity sekvence obsahujici tandemové
repetice. Pro zjisténi, jak se ve spektrogramech projevuji repetice rozptylené byly nejprve
vytvofeny umélé sekvence. Tyto jsou dvé — umele_rozptylene repetice.fasta obsahujici
kratké repetice o délce 5 bp vyskytujici se v sekvenci 3lkrat a
umele_rozptylene_repetice_dlouhe.fasta obsahujici dlouhé repetice o délce 71 bp opakujici
se v sekvenci 3krat. Pro obé sekvence byly postupné vykreslovany Ctyii spektrogramy,

vzdy se zménou nukleotidii v repeticich.

Prvni testovanou byla sekvence umele_rozptylene_repetice.fasta, kde opakujici se
pétinukleotidova repetice byla a) AAAAA, b) TTTTT, c) GGGGG, d) CCCCC (viz
Obr.30). Podle barevnych mapovacich vektori ze vztahu 24 je baze A znazornéna ve
spektrogramu modie, repetice jsou tedy detekovatelné z Obr.30a) jako oblasti modie
zbarvené nachézejici se ve vrchni Casti spektrogramu nad periodou 5. Podobné to plati pro
ostatni baze, kdy T je mapovano cervené¢ (Obr.30b), G je mapovano Sedou barvou
(Obr.30c) a C, které¢ je jako opakujici se repetice CCCCC vidét nejlépe (Obr.30d), je
mapovano zelené. Parametry pro vypocet spektra byly nastaveny na hodnoty w = 120, 0 =
0.
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m ———
1 112 223 334 445 556 667 778 8R9 1000 1 112 223 334 445 556 667 778 8R9 1000

1 112 223 334 445 556 667 778 889 1000 1 112 223 334 445 556 667 778 889 100C

Obr.30 Spektrogramy s umélymi kratkymi rozptylenymi repeticemi

Druhou testovanou sekvenci byl soubor umele_rozptylene_repetice_dlouhe.fasta
obsahujici dlouhé rozptylené repetice. Repetice byla tvofena stejnymi nukleotidy, tak jako
u predchoziho piikladu, a opét bylo vyzkousSeno, jak se barevné projevi, obsahuje-li jeden
dany nukleotid. Na Obr.31 jsou Ctyfi spektrogramy s repetici dlouhou 71 bp tvofenou
nukleotidy a) A, b) T, c) G, d) C. Parametry pro vypocet spektra byly w = 100 a 0 = 0.
Barvy pro jednotlivé nukleotidy jsou stejné jako v piipadé prvni sekvence.

Na rozdil od ptedchozi kratké repetice, je v téchto spektrogramech mozno detekovat
pozice dlouhé repetice. Nachazi se v sekvenci 3krat v mistech 1-71 bp, 427-497 bp a 852-
924 bp. Podle toho, jakym nukleotidem je tvofena sekvence opakujiciho se vzoru, je

barevné rozliSena horni ¢ast pruhli znazormujicich oblasti repetic.

Spektrogramy byly vyjimecné vykresleny pomoci skriptu s normalizaci umisténou
mimo for cyklus, protoze diky tomu se zobrazi odliSend oblast s repeticemi s barevné
mapovanymi  bazemi od  pozadi spektrogramu. Skript  je oznacen
FT_normalizace_mimo_for.m a bude dale pouzit na detekci CpG ostrivkd. Pro jina méfeni
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nema jeho pouziti vyznam, protoze vykresluje stejné obrazky jako hlavni skript
hlavni_1234.m.

1100

9.09

1 119 238 357 476 594 713 832 951 1070 1 119 23R 3”7 476 K94 713 /32 951 1070

1 119 238 357 476 504 713 /32 951 1070 1 119 238 357 476 504 713 /32 951 1070

c) d)

Obr.31 Spektrogramy s umélymi dlouhymi rozptylenymi repeticemi

Déle byly otestovany realné sekvence s rozptylenymi repeticemi. Piiklad je na
Obr.32. Jedna se o sekvenci bakterie Neisseria gonorrhoeae oznacenou M19675.1 z
databaze NCBI. [33] Sekvence se nacita v hlavnim skriptu hlavni_1234.m. Pro vykresleni
bylo okno w nastaveno na hodnotu 200, posun oken 0 na hodnotu 1 a pouzity barevné
mapovaci vektory ze vztahu 24. Rozptylené repetice v sekvenci by mély byt dvou typu o
délkach 152 bp a 25 bp. Delsi z nich se nachazi na pozicich 1668-1820 bp a 2257-2408 bp.
Kratsi je na pozicich 1795-1820 bp a 2383-2408 bp (podle informaci o sekvenci na NCBI
[33]). Ve vysledném spektrogramu ale bohuzel nejsou tyto pozice néjak odlisné od pozadi.
Je to pravdépodobné tim, ze repetice se skladad z nukleotidii s rovnomérné zastoupenym
poctem od kazdého z nich a nemulzZe tedy byt nijak barevné vyraznéjsi neZz ostatni ¢asti
sekvence.
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perioda

1 269 538 806 1075 1343 1612 1880 2149 2418
pozice v sekvenci

Obr.32 Spektrogram sekvence M19675.1 Neisseria gonorrhoeae obsahujici rozptylené
repetice

Rabbit short interspersed C repeat

10.91
571

3.87

perioda

1 59 117 175 233 291 349 407 465 524
pozice v sekvenci

Obr.33 Spektrogram sekvence X02216.1 Rabbit short interspersed C repeat obsahujici

rozptylené repetice
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Druhou pouzitou redlnou sekvenci byla kralici DNA oznacend v databazi NCBI
X02216.1. [33] Tato sekvence obsahuje rozptylené repetice typu SINE o délce 13 bp na
pozicich 64-77 bp a 432-445 bp. V repetici je s nejvyssim zastoupenim nukleotid A, mé¢la
by byt tedy v obrazku odliSena ¢ervenou barvou. Tato mista ve spektrogramu na Obr.33
ale vyc¢ist nedokazeme. NejspiSe proto, Ze pocet repetic je moc maly. Jediné, co je zde
dobie vidét je zelena oblast mezi pozicemi cca 300-500 bp, ktera znaci pritomnost
nadmérného poctu nukleotidit C vici ostatnim nukleotidiim. Pro vykresleni bylo okno w
nastaveno na hodnotu 120, posun oken 0 na hodnotu 1 a pouzity barevné mapovaci vektory

stejné jako pro predchozi sekvenci.

Kédujici sekvence

Identifikace genovych regionti (exon a introni) probiha podle literatury vétsinou z
vykreslenych frekvenc¢nich (vykonnostnich) spekter, ktera ziskame sectenim spekter pro
kazdy nukleotid umocnénych na druhou podle rovnice 13. Vykonnostni spektrum odhaluje
piky na frekvenci k = N/3, coz koresponduje s periodou tii vzorkl - tedy tii bazi, které
zastupuji jeden kodon. Kodujici Casti sekvence se urcuji podle polohy téchto pikd ve
spektru. Tato analyza se ale netyka této prace. Ptiklad frekvencniho spektra vidime na
Obr.34. Obrazek a) znazornuje frekvenéni spektrum sekvence O. sativa [22] ziskané

pomoci FT, na obrazku b) je potom spektrum ziskané vyuzitim AR modelu.

Sekvence X64775 Sekvence X64775
T T T

600 40

351 q
500 -

301 b

N
(=]
o

251 b

300 20 b

frekvenéni spektrum
frekvencni spektrum

151 b

n
(=]
o

100

I I I I I I I . . . .
0 10 20 30 40 50 60 0 20 40 60 80 100 120 140

pocet spekter pocet spekter
a) b)

Obr.34 Frekvencni spektrum O. sativa: a)FT, b)AR model

Z barevnych DNA spektrogrami se identifikace kodujicich regionl také provadi.
Vétsinou se informace o kodujicich mistech v genech vyhleddvaji ze spektrogrami celych
chromozomil. Doba vypoctu algoritmu pro tak dlouhé sekvence nukleotidii je vSak velmi
dlouha.

Koédujici c¢asti v sekvenci jsou z barevnych spektrogrami rozlisitelné podle

pritomnosti svétlé vodorovné linie v misté periody 3 na svislé ose. Cim vice je tato linie
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vyrazna, svédci to o tom, Ze vice bazi se podili na kédovani proteini. Napt. chromozom
K12 E. coli ma velmi vyraznou linii (viz Obr.35) na rozdil od chromozomu III C. elegans
(had’atka obecného), ve kterém se jakozto v eukaryotickém organismu nachazi vice
mezigenovych nekodujicich ¢asti a proto je linie slabsi (viz Obr.36). [14] Tyto celé
chromozomy byly vybrany pro ukazku z literatury, protoze vypocet spektrogramu by byl
prili§ naro¢ny.
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0 0.5 1 15 2 2.5 3 3.5 4 45
pozice v sekvenci X108

Obr.35 Spektrogram chromozomu K12 E. coli, okno 10000, posun oken 0 [14]
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Obr.36 Spektrogram chromozomu 111 C. elegans, okno 10000, posun oken 0 [14]
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Na dalsim Obr.37 uz je vlastni spektrogram DNA sekvence bakterie Mycoplasma
pneumoniae. [33] Jedna se o ¢ast jediného chromozomu této bakterie, tedy Cast jejiho
genomu vymezenou pozicemi 1-100000 bp. Pro vykresleni byly nastaveny hodnoty okna w
= 1000, posun okna o = 10, barevné mapovaci vektory ze vztahu 24. Soubor nacitany
hlavnim skriptem hlavni_1234.m se jmenuje Mycoplasma pneumoniae.fasta. Ve
spektrogramu je mozno vidét bily vodorovny pruh v misté periody 3, tedy sekvence této

bakterie obsahuje kodujici regiony.

[
Mycoplasma pneumoniae
1000 T T3
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Obr.37 Spektrogram casti genomu M. pneumoniae

C. carsonella ruddii.fasta je soubor obsahujici sekvenci proteobakterie Candidatus
Carsonella ruddii s nejmensim genomem ze vSech bunéfnych organismi. [33] Obr.38
reprezentuje spektrogram celého genomu tohoto organismu s patrnou vodorovnou linii v
misté periody rovné tiem, coz znaci pritomnost kodujicich Casti sekvence. Jelikoz se jedna
o prokaryota, ktera obsahuji velmi malé mnoZstvi mezigenovych nekodujicich ¢asti, je
linie celkem vyrazna. Totéz plati i pro piedchozi sekvenci bakterie Mycoplasma
pneumoniae. Spektrogram byl vykreslen s parametry w = 1000, o = 100, barevnymi

mapovacimi vektory jako u M. pneumoniae.

Jiné vlastnosti mizeme vyc€ist z Obr.39, ktery znazornuje spektrogram sekvence
genu F56F11 organismu C. elegans. [33] V tomto genu muZeme rozliit oblasti s vys$§im
vyskytem bazi C a G, které se nachazeji pod bilou vodorovnou linii na periodé¢ 10. Nad
touto linii v oblasti s nizsi frekvenci se objevuje spisSe fialovy odstin urcujici pfitomnost
bazi A a T. Bila linie v misté periody 10 mtze souviset s helikalni strukturou DNA. Ta se
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totiz opakuje pravé po deseti bazich (podle lit. 14). Parametry pro vykresleni byly w = 400
a 0 =10. Sekvence je ulozena pod nazvem Caenorhabditis elegans Cosmid F56F11.fasta.

| C. carsonella ruddii

1000 pag e ot ——
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Obr.38 Spektrogram genomu proteobakterie C. Carsonella ruddii
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pozice v sekvenci

Obr.39 Spektrogram sekvence genu F56F11 C. elegans
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CpG ostrivky

CpG ostrivky jsou ve spektrogramech rozeznavany jako zeleno-$edé oblasti s délkou
okolo 200 bp. Vyskytuji se ve vétsiné promotora lidskych genti. V segmentu sekvence
lidského chromozomu 22 vymezeného pozicemi 2894684-2896815 bp jsou takovéto
oblasti s vy$sim obsahem dinukleotidit CG ve dvou SirSich pruzich v levé a v pravé Casti
spektrogramu, coz vidime na Obr.40. [33] Sekvence je uloZena pod nazvem NT_011519.9
human chr22.fasta. Pro vykresleni bylo pouzito okno o velikosti 120, posun oken s
nastavenou hodnotou 1 a barevné mapovaci vektory ze vztahu 24.

Dalsi testovanou sekvenci byla Homo sapiens chromosome 21.fasta. [33]
Spektrogram s CpG ostriuvky ve stifedni ¢asti vidime na Obr.41. Parametry pro vypocet
spektra byly stejné, jako u predchozi sekvence. Segment je urCen rozmezim 9905604-
9907958 bp.

Pro vykresleni CpG ostrivkil bylo vyjimec¢né potieba upravit zdkladni skript
hlavni_1234.m tak, Ze byl krok normalizace hodnot RGB umistén mimo for cyklus.
Hodnoty z ptedchoziho kroku (mapovani do RGB prostoru) se tedy nenormalizuji
pribézné z kratkych vektor uréenych krokem o ve for cyklu, ale az z celkovych vektori
R, G, B po ukonceni for cyklu. Tato uprava byla jiz pouzita u vykreslovani umélych
rozptylenych repetic a vznikl tak skript FT_normalizace_mimo_for.m.
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Obr.40 Spektrogram segmentu sekvence lidského chr. 22 s CpG ostrivky
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Obr.41 Spektrogram segmentu sekvence lidského chr. 21 s CpG ostrivky

5.2. Autoregresni model

Hlavni  funkce, které volaji podfunkci p_burg.m jsou pojmenované
hlavni_armodel_norm_mimo_for_cyklus.m a hlavni_armodel_norm_ve for_cyklu.m.
Obsahuji stejné kroky jako hlavni skript pro FT s jedinou odliSnosti — se dvéma
normalizacemi, jak uz bylo zminéno na konci tvodu kap. 5. Proto se podfunkce p_burg.m
nevold stejné jako DFT.m realizujici Fourierovu transformaci hlavnim skriptem
hlavni_1234.m.

Funkce p_burg.m obsahuje tii Matlabovské piikazy pro vypocet autoregresniho
modelu. Prvni z nich je ‘arburg’, ktery provadi odhad parametri a AR modelu Burgovou
metodou. Hlavnim principem Burgova algoritmu je odhad rozdilu mezi signalem a
idealnim modelem signalu, ktery je formulovan rovnicemi 14. Vstupem pro funkci ‘arburg’
je vektor hodnot x z numerické reprezentace v hlavnim skriptu ur¢eny sloupci u a fadky v
(podobné jako u FT v kap. 5). Vypoctené parametry a AR modelu jsou potom spolu s
vektorem x vstupem pro dalsi ptikaz ‘filter'. Tento filtruje data z vektoru x za pouziti
digitalniho filtru v Ccitateli s vektorem jednicek a ve jmenovateli pravé s vektorem
parametrt a. Vystup Y spolu s hodnotou fadu modelu p jsou potom vstupnimi proménnymi
pro posledni piikaz 'pburg’. Tato Matlabovska funkce provadi odhad vykonnostniho
spektra vektoru y a vysledek uklada do proménné spektrum, coz je vystup pro hlavni
funkci AR modelu.

56



a = arburg (x,p):

y = filter(l,a,x);

spektrum = pburg(y,p):;

Dalsim vstupnim parametrem pro prvni piikaz 'arburg’ musi byt ¥ad modelu p. Jeho
hodnota se zaddavd v hlavnim skriptu a odviji se od vysledku algoritmu ve skriptu
kriteria.m. Tento skript realizuje vypocet kritérii FPE, AIC, BIC a HQC pro vybér hodnoty
fadu modelu (viz rovnice 16-20). Nejprve se nacte pomoci piikazu fastaread stejna
sekvence, pro kterou chceme nechat vykreslit hlavnim skriptem spektrogram. Potom se
sekvence musi konvertovat do numerické reprezentace. V tomto piipad¢ je lepsi pro dalsi
vypocty pouzit EIIP numerickou reprezentaci (viz kap. 3.2.1). Vytvoiime si tak jeden
vektor misto Ctyf u 4D bindrni Vossovy reprezentace. Vzorce pro vypocet kritérii jsou
uvnitt for cyklu, ktery je propocitd pro hodnoty od 1 do Q, coz je piedem nastavena
hodnota maximalniho fadu (odhadem). Prvné ale for cyklus spocita Matlabovskou fci
‘arburg’ odhad parametri @ AR modelu a hodnoty ztratové funkce Vp, které jsou soucasti
rovnic pro vypocet kritérii. Ztratova funkce je vlastné normalizovany soucéet druhych

mocnin nahodnych chyb e(n) = rozdil mezi odhadovanym a vstupnim signalem.

for i = 1l:p

[a,Vp] = arburg(num repr,i);
FPE (i) = Vp* ((L+i)/(L-1));
% findlni predikce chyby
AIC(1) = log(Vp)+((2*1)/L);
% Akaikeho informac¢ni kritérium
BIC(i) = log(Vp)+((i*log(L))/L);
% Bayesovo informac¢ni kritérium
HQC (1) = log(Vp)+((2*i*log(log(L)))/L);

% Hannan-Quinnovo kritérium
end

Pted vykreslenim vSech kriteridlnich kiivek do jednoho grafu se jest¢ provede
normalizace hodnot kritérii na rozsah 0-1 podle rovnice 25. Vysledek algoritmu vidime na
Obr.42. Testovana byla sekvence O. sativa X64775.1 [22].
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kritéria pro wbér hodnoty fadu modelu
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Obr.42 Kritéria pro vyber hodnoty Fadu AR modelu sekvence X64775.1

Tento skript kriteria.m tedy vznikl proto, abychom mohli uréit spravnou hodnotu
fadu AR modelu a nastavit ji v hlavnim skriptu. Ta se podle lit. 2 ur¢i jako nejlepsi, kdyz
kriterialni funkce dosahnou minima. Potom korespondujici hodnota fadu vyétena z
vodorovné osy je stanovena jako vhodny fad AR modelu. Zde pro sekvenci O. sativa
muzeme z grafu stanovit fad p = 10.

Spektrogram sekvence O. sativa s fadem nastavenym na hodnotu 10, oknem o
velikosti 50, posunem okna 1 a mapovacimi vektory ze vztahu 24 vidime na Obr.43a).
Zvysime-li hodnotu fadu, mtze spektrogram obsahovat falesné vzory, jako na Obr.43Db).

P1ili§ nizk4 hodnota fadu by méla za nésledek ptehnané vyhlazeny spektralni odhad.

Spektrogram sekvence X64775 I Spektrogram sekvence X64775
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3.13 il

2.53
231
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Obr.43 Spektrogram sekvence O. sativa vytvoreny AR modelem s iddem nastavenym na
hodnotu a) p=10, b) p=30
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5.2.1. Detekce vzori ve spektrogramech pomoci AR modelu

Dva hlavni skripty pro vytvofeni spektrogrami pomoci AR modelu
hlavni_armodel_norm_mimo_for_cyklus.m a hlavni_armodel_norm_ve_for_cyklu.m se
mezi sebou 1i§i v umisténi kroku normalizace. Uz podle nazvu se jednd o umisténi ve for
cyklu nebo mimo for cyklus. Cilem této kapitoly bude vyzkouset, ktery skript vykresluje
lepsi spektrogramy a potom ho pouzit pro vypocet stejnych sekvenci jako u FT. Vysledné
spektrogramy z obou metod se dale budou porovnavat v kap. 6, coz je hlavnim ukolem

celé prace.

Nejprve pro ovéfeni, zda algoritmus funguje spravné byla vykreslovana nahodna
sekvence o délce 60 bp s bazemi A, T, C a G opakujicimi se s periodou 15, 13, 11 a 9,
stejna jako byla pouzita v kap. 5.1.1. Nejlepsi parametry byly nékolikerym testovanim
zvoleny pro velikost okna w = 1000, pro posun okna o0 = 100 a pro fad modelu p = 100.
Barevné mapovaci vektory byly vybrany ze vztahu 24. Vysledny spektrogram je na
Obr.44. Tento obrazek ziskame spusténim skriptu hlavni_armodel_norm_ve for_cyklu.m,
tedy potadi krokil 1 umisténi kroku normalizace je stejné jako v hlavnim skriptu pro FT

hlavni_1234.m. Normalizace je pouzita jen jedna podle vztahu 25.

Spektrogram randseq(60000)

perioda

1 6667 13334 20000 26667 33333 40000 46666 53333 60000
pozice v sekvenci

Obr.44 Spektrogram nah. sekvence o délce 60 kbp s periodicky se opak. vyskytem nukleotidii

ziskany pomoci AR modelu s jednou normalizact
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Jak uz bylo zminéno v Givodu programové ¢asti této prace v kap. 5, pro AR model je
potieba pouzit dvé normalizace. Je to proto, ze pozadi je pfiliS tmavé a neni mozno dobie
odlisit vSechny vzory, které nas zajimaji. Spektrogram s obéma normalizacemi je na
Obr.45 a srovname-li ho s pfedchozim obrazkem, muzeme vidét, ze prave skript se dvéma
normalizacemi rozlisi vice vodorovnych pruhli znazoriiujicich periodicky se opakujici
baze. Napi. v Obr.45 jsou navic linie okolo periody 2,13 a 12,66. OvSem zda se, Z¢ je to na

ukor toho, Ze cely spektrogram je potom barevnéjsi a nékteré vzory by mohly byt falesné.

Pravé proto nasledovalo vyzkouseni umisténi kroku dvou normalizaci mimo for
cyklus. Toto feSeni je zapsano ve skriptu hlavni_armodel_norm_mimo_for_cyklus.m.
Parametry w, 0 a p pro vypocet spektra, i barevné mapovaci vektory, byly ponechany
stejné. Vysledny spektrogram je na Obr.46. Dalo by se fici, Ze obrazek je velmi podobny
Obr.44 ze skriptu s jednou normalizaci. Pro dalsi zavéry je tedy nutné vyzkouset jiné

sekvence a srovnat skripty s normalizaci mimo a ve for cyklu.

Spektrogram randseq(60000)

perioda

1 6667 13334 20000 26667 33333 40000 46666 53333 60000
pozice v sekvenci

Obr.45 Spektrogram ndh. sekvence o délce 60 kbp s periodicky se opak. vyskytem nukleotidii

ziskany pomoci AR modelu se dvéma normalizacemi
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Spektrogram randseq(60000)

perioda

1 6667 13334 20000 26667 33333 40000 46666 53333 60000
pozice v sekvenci

Obr.46 Spektrogram ndh. sekvence o délce 60 kbp s periodicky se opak. vyskytem nukleotidii

ziskany pomoci AR modelu s normalizacemi mimo for cyklus
Tandemové repetice

Jako dalsi sekvence pro srovnani skriptii s krokem normalizace umisténym mimo a
ve for cyklu byla zvolena AL133493 human_chr2l.fasta s minisatelity. [24] Porovnani
vysledkl ze dvou skriptii je na obrazcich Obr.47a) a Obr.47b). Hodnoty pro vypocet
spektra byly: w = 180, o = 10 a p = 50. Barevné mapovaci vektory jsou stejné jako pro
pfedchozi ndhodnou sekvenci.

I 180 I 180

22.63 ' - 22.63
12.08 12.08
8.23
6.25

1 223 445 667 889 1111 1333 1555 1777 2000 1 223 445 667 889 1111 1333 1555 1777 2000

a) b)

Obr.47 Porovnani skriptit s krokem normalizace umisténym: a) mimo for cyklus, b) ve for
cyklu pro sekvenci AL133493_human_chr21

61



Tato sekvence byla zvolena, protoze obsahuje tandemové repetice — minisatelity,
podle kterych se daji spektrogramy porovnavat. Je zZadouci, aby spektrogram rozlisil dvé
rizné repetice: prvni na pozicich 623-737 bp a druhou na pozicich 802-1768 bp. Prave ta
prvni nam umoziuje rozhodnout, ktery skript je vhodnéjsi. Je jim ten s normalizaci ve for
cyklu (obrazek b), protoze rozlisi vic vodorovnych prouzki na pozicich 623-737 bp. M¢lo
by jich byt 16 podle vzorce z lit. 14 zminéného v této praci na strané 45, nebot’ délka
opakujiciho se vzoru je 32 bp. Detail je na Obr.48, kde vidime ve Zzlutém obdélniku pravé
danou oblast s 16-ti vodorovnymi prouzky.

Spektrogram sekvence AL133493

perioda

pozice v sekvenci

Obr.48 Detail z Obr.47b) ukazujici pocet vodorovnych prouzkii na poz. 623-737 bp

Pro sekvenci AL133493 s minisatelity i pro nahodnou sekvenci s periodicky se
opakujicim  vyskytem  nukleotidd  bylo tedy  vhodnéjSi  pouzit  skript
hlavni_armodel_norm_ve_for_cyklu.m.

Dalsi sekvenci, kterou miZeme otestovat je ndhodna sekvence o délce 60 kbp s
tandemovou trinukleotidovou repetici opakujici se v délce 150 bp = mikrosatelitem, tedy
stejna jako v kap. 5.1.2. Mé&l by se okolo pozice 10 kbp objevit tmavy pruh, ve kterém je v
misté periody 3 zelena oblast znalici ptitomnost baze C v repetici. Z Obr.49 je poznat, Ze
skript hlavni_armodel_norm_ve_for_cyklu.m funguje spravné.

Ponechame-li ale stejné parametry w = 1000, o = 100, p = 100 a pouzijeme-li je pro
vykresleni stejné sekvence skript hlavni_armodel_norm_mimo_for_cyklus.m, ziskame
spektrogram na Obr.51. Repetice uz neni tak jasné vidét, jako v pfedchozim obrazku. Opét

tedy normalizace umisténa ve for cyklu zarucuje lepsi vysledek.
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perioda

Spektrogram randseq(60000)

R (L A -
=

1 6667 13334 20000 26667 33333 40000 46666 53333 60000
pozice v sekvenci

Obr.49 Spektrogram nahodné sekvence s umélou repetici CGG, normalizace ve for cyklu

perioda

Spektrogram randseq(60000)

— -

6667 13334 20000
pozice v sekvenci

Obr.50 Detail okolo pozice 10 kbp z Obr.49
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perioda

6667 13334 20000 26667 33333 40000

pozice

46666 53333 60000
v sekvenci

Obr.51 Spektrogram ndh. sekvence s umélou repetici CGG, normalizace mimo for cyklus

Vyjimkou, kdy je lepsi pouzit normalizaci mimo for cyklus je sekvence O. sativa,

ktera obsahuje mikrosatelit — trinukleotidovou repetici opakujici se ve velmi malé délce 44

bp. V Obr.52a) muzeme vidét spektrogram s vodorovnym zelenym pruhem mezi pozicemi

135 bp a 202 bp, coz pii piiblizeni odpovida redlnym pozicim repetice (142-186 bp).

Zatimco ve spektrogramu vpravo na obr. b) je tato oblast t€Zko rozliSitelna. Bily

vodorovny pruh naznacuje, Zze délka opakujiciho se vzoru je 3 baze, nebot” se tato linie

nachazi na svislé ose v oblasti periody 3. Pro toto méfeni byly nastaveny hodnoty w = 50, 0

=1, p =5, barevné mapovaci vektory ze vztahu 24.

Spektrogram sekvence X64775

TLLT a."l""" RN,
ol ]

L,

I Spektrogram sekvence X64775
50

17.39
10.53

1 34 AR 01 135 168 202 235 269 303

b)

Obr.52 Spektrogram sekvence O. sativa s mikrosatelity s normalizaci a) mimo for cyklus, b)

6

ve for cyklu

4



Pro sekvence, jejichz délka v poméru k délce obsazené repetitivni ¢asti neni fadoveé
velmi rozdilné Cislo (napt. O. sativa je dlouhd 303 bp a mikrosatelity maji 44 bp), je tedy
vhodnéj$i pouzit skript hlavni_armodel_norm_mimo_for_cyklus.m. Bylo experimentem
ovéteno, ze je-li délka sekvence 24 kbp a délka mikrosatelitu 44 bp, spektrogramy
vykreslené skripty s normalizaci mimo a ve for cyklu vypadaji podobné. Tento test byl
proveden tak, ze do nahodné sekvence o délce 24 kbp byla vlozena repetice ze sekvence O.
sativa na pozici od 10 kbp.

Dalsi experiment slouzi pro ovéfeni prvniho poznatku o poméru délky sekvence k
délce repetitivniho vzoru. Nyni byl délka sekvence opét 24 kbp, ale repetice uz byla vétsi =
4 kbp (pomér uz je podobny jako u O. sativa). V pfedchozi umélé sekvenci byla znasobena
repetice z O. sativa na délku 4 kbp. Ovéfili jsme si, ze skript s normalizaci mimo for cyklus
— Obr.53a), vykresluje ptesné pozici repetice (okolo 10 kbp) a délku opakujiciho se vzoru
(z periody na ose y). Na rozdil od toho spektrogram z druhého skriptu na Obr.53b)

obsahuje nadbyte¢né informace.

11000
25.01
12.66
8.48
6.37
5.1
4.26
3.65
3.2
2.84
2.56
2.33

2.13
o

1 2645 5289 7934 10578 13222 15867 18511 21155 23800 1 2645 5289 7934 10578 13222 15867 18511 21155 23800

a) b)

Obr.53 Spektrogram nahodné sekvence s viozenou trinukleotidovou repetici z O. sativa

znasobenou na délku 4 kbp a) norm. mimo for cyklus, b) norm. ve for cyklu

Ovsem podivame-li se zpét na Obr.47, kde je jako lepsi zvolena normalizace ve for
cyklu, piestoze pomér délka sekvence / délka vzoru je stejny jako v piikladu na Obr.53,
odporuje to této teorii. Proto nejlepSim feSenim bude nechat si vzdy vykreslit spektrogramy
z obou skriptt.

Rozptylené repetice

Sekvence obsahujici rozptylené repetice maji podle NCBI oznaceni M19675.1 a
X02216.1 a byly pouzity v kap. 5.1.2. [33] Prvni z nich — bakterie Neisseria gonorrhoeae
zahrnuje rozptylené repetice dvou typt o délkach 152 bp a 25 bp. Delsi z nich se nachazi
na pozicich 1668-1820 bp a 2257-2408 bp. Kratsi je na pozicich 1795-1820 bp a 2383-
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2408 bp. Spektrogramy z obou skriptii s normalizaci mimo i ve for cyklu jsou si velmi
podobné, proto je zde uveden pro ukazku jen jeden z nich a to na Obr.54. Byl vykreslen s
parametry w = 310, 0 = 1, p = 25. Tak jako v kap. 5.1.2, bohuzel z obrazku neni repetice
detekovatelna. Nabizi se stejny zavér, ze repetice se skladd z nukleotidi s rovnomeérné
zastoupenym poctem od kazdého z nich a nemiize tedy byt nijak barevné vyraznéjsi nez

ostatni ¢asti sekvence.
\

neisseria gonorrhoeae clone pNG273

perioda

1 269 538 806 1075 1343 1612 1880 2149 2418
pozice v sekvenci

Obr.54 Spektrogram sekvence M19675.1 s rozptylenymi repeticemi

Rabbit short interspersed C repeat

perioda

1 59 117 176 234 293 351 410 468 527
pozice v sekvenci

Obr.55 Spektrogram sekvence X02216.1 s rozptylenymi repeticemi
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Druhou sekvenci je krali¢i gen X02216, ktery mé v sobé rozptylené repetice typu
SINE o délce 13 bp na pozicich 64-77 bp a 432-445 bp. V repetici je s nejvySSim
zastoupenim nukleotid A, méla by byt tedy v obrazku odliSena Cervenou barvou. Tato
mista ve spektrogramu na Obr.55 ale vycist nedokazeme. Nejspise proto, ze pocet repetic

je moc maly.

Dale byly otestovany ndhodné sekvence s vlozenymi umélymi repeticemi
umele_rozptylene_repetice.fasta a umele_rozptylene_repetice_dlouhe.fasta. Jedna z nich
obsahuje pétinukleotidové repetice opakujici se v sekvenci 31krat a vidime ji ve étyfech
provedenich na Obr.56. Na obrazku a) je sekvence s repetici AAAAA. Ta se projevuje
jako modie zbarvend horni cast spektrogramu, protoze podle barevnych mapovacich
vektord ze vztahu 24 mé adenin modrou barvu. Podobné to plati pro ostatni nukleotidy.
Obrazek b) reprezentuje sekvenci, kde jsou nukleotidy AAAAA nahrazeny nukleotidy
TTTTT, v obrazku c) jsou to nukleotidy GGGGG a v obrazku d) CCCCC.

I 120 I 120

2130 8 21.30
11.74
8.09
6.17
4.99 |
419
3.61
317
2.82
2.55
2.32

2.13

1 112 223 334 445 556 667 778 889 1000 1 112 223 334 445 556 667 778 8R9 1000

1 112 223 334 445 556 667 778 889 1000 1 112 223 334 445 556 667 778 889 1000

c) d)

Obr.56 Spektrogramy ndhodné sekvence s umélymi krdatkymi rozptylenymi repeticemi

Druha sekvence zahrnuje repetici o délce 71 bp, ktera se v sekvenci objevuje 3krat.

Vzor je tvofen vzdy stejnymi nukleotidy, které se barevné projevuji v hornich ¢astech
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spektrogramii. Barvy odpovidaji ptfedchozimu piikladu umélé sekvence. V Obr.57a) tedy
vidime oblasti s repeticemi tvoienymi bazemi A, protoze maji modré zbarveni. V obrazku
b) je repetice tvofena nukleotidy T, C) reprezentuji nukleotidy G a d) jsou cytosiny (C). V
téchto spektrogramech, na rozdil od predchozich kratkych repetic, mizeme detekovat
pozice dlouhych repetic v sekvenci. Nachazeji se v mistech 1-71 bp, 427-497 bp a 852-924
bp.

I 100
20.71
11.55
8.01
6.13
4.97
4.17
3.6
3.16
2.82
2.55
2.32
2.13

,_‘
-
o
©
N
[
&
0
a1
N
S
]
o
0
©
Ny

713 832 951 1070 1 119 238 357 476 504 713 /32 951 1070

I 100 I 100

20.71 20.71
11.55 11.55
8.01 8.01
6.13 6.13
4.97 4.97
4.17 4.17
3.6 3.6
3.16 3.16
2.82 2.82
2.55 2.55
2.32 2.32

2.13 2.13

1 119 238 357 476 594 713 832 951 1070

Obr.57 Spektrogramy nahodné sekvence s umélymi dlouhymi rozptylenymi repeticemi
Kodujici sekvence

Testovanou sekvenci s kodujicimi regiony byla bakterie Mycoplasma pneumoniae
[33] - ¢ast jejiho genomu, tak jako v kap. 5.1.2. Okno bylo nastaveno na hodnotu 1500,
posun okna na 10 a fad byl pomoci skriptu kriteria.m urcen jako 150. Na Obr.58 je
vysledek ze skriptu s normalizaci mimo for cyklus, na Obr.59 je spektrogram z druhého
skriptu s normalizaci ve for cyklu. Z obou je jasn¢ detekovatelna svétla vodorovna linie v
misté periody rovné tfem, coz znaci ptitomnost kodujicich region v sekvenci bakterie.

Barevné mapovaci vektory maji hodnoty podle vztahu 24.
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Mycoplasma pneumoniae

1500 g

perioda

2.13

1 11112 22223 33334 44445 55556 66667 77778 88889 100000
pozice v sekvenci

Obr.58 Spektrogram casti genomu Mycoplasma pneumoniae, normalizace mimo for cyklus

pozice v sekvenci

Obr.59 Spektrogram casti genomu Mycoplasma pneumoniae, normalizace ve for cyklu

Tak jako v kap. 5.1.2 s FT byla i pro AR model otestovana sekvence proteobakterie

Candidatus Carsonella ruddii s nejmensim genomem z bunéfnych organismu. [33]
Koédujici ¢asti v sekvenci jsou z barevnych spektrogrami na Obr.60 a Obr.61 rozlisitelné

podle ptitomnosti svétlé vodorovné linie v misté periody 3 na svislé ose. Protoze je tato

linie vyrazna, svéd¢i to o tom, ze témét vSechny baze se podili na kédovani proteind.
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Parametry pro vykresleni spektra byly w = 1000, o = 100, p = 150, mapovaci vektory

stejné jako u predchozi sekvence.
\

C. carsonella ruddii

1000 o
25.01 |
12.66
8.48

perioda

1 17741 35481 53221 70961 88701 106441 124181 141921 159662
pozice v sekvenci

Obr.60 Spektrogram genomu proteobakterie C. Carsonella ruddii, normalizace mimo for
cyklus

C. carsonella ruddii

perioda

1 17741 35481 53221 70961 88701 106441 124181 141921 159662
pozice v sekvenci

Obr.61 Spektrogram genomu proteobakterie C. Carsonella ruddii, normalizace ve for cyklu
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CpG ostrivky

CpG ostruvky lépe vykresluje skript hlavni_armodel_norm_ve_for_cyklu.m, proto
jsou zde uvedeny jen dva obrazky ze segmenti sekvenci lidského chromozomu 21 a 22 z

tohoto skriptu.

\
NT011519.9 human chr22

Wy !

e

perioda

Lol uli b b Tl | ! y
1 237 474 711 948 1184 1421 1658 1895 2132
pozice v sekvenci

Obr.62 Spektrogram segmentu sekvence lidského chromozomu 22 s CpG ostrivky

perioda

1 262 524 785 1047 1308 1570 1831 2093 2355
pozice v sekvenci

Obr.63 Spektrogram segmentu sekvence lidského chromozomu 21 s CpG ostriuvky
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Obr.62 reprezentuje segment sekvence chromozomu 22 urceny pozicemi 2894684-
2896815 bp. CpG ostrivky jsou zde zelené oblasti v levé a pravé Casti spektrogramu. V
Obr.63 vidime segment sekvence chromozomu 21 mezi pozicemi 9905604-9907958 bp.
Zde je naopak zelend oblast CpG ostrivku jedna uprostied spektrogramu mezi pozicemi
785-1570 bp na ose X.

Zelena barva je dana piitomnosti baze C mapované podle vztahu 24. Parametry pro
vykresleni frekven¢niho spektra byly u obou sekvenci zvoleny pro velikost okna w = 120,
pro posun okna o = 1 a fad modelu p = 20.

5.2.2. Zaména poradi kroki pro vykresleni spektrogramu

Tak jako u skripti s FT v kap. 5.1.1 bylo vyzkouSeno, zda ovlivni vysledny
spektrogram zaména potadi krokli 1) — 4). Ze schématu na Obr.20 vidime dalsi dvé
moznosti pro pofadi krokl ve skriptu kromé zakladniho 1,2,3,4. Skripty se zakladnim
porfadim krokli pro vypocet spektra hlavni_armodel_norm_mimo_for_cyklusm a
hlavni_armodel_norm_ve_for_cyklu.m byly tedy piedélany na nasledujici ¢tyfi:

- ar_model_mimo_for_1324.m
- ar_model_mimo_for_1243.m
- ar_model_ve for 1324.m

- ar_model_ve for 1243.m

Vysledné spektrogramy s normalizaci mimo for cyklus jsou na Obr.64. Testovanou
sekvenci byla Oryza sativa [22] a parametry pro vykresleni spektra byly w=80,0=1,p =
5. Barevné mapovaci vektory byly nastaveny jako: A — modra, T — Cervend, C — zelena, G
— Cerna. Z obrazku a) — C) je patrné, ze zaména potadi krokti neovlivni vzhled vysledného
spektrogramu. Tedy stejny zavér jako v kap. 5.1.1.

Stejné tak spektrogramy s normalizaci ve for cyklu na Obr.65 jsou identické pro
vSechny moZnosti potadi krokl. Parametry byly ponechany stejné jako pro skripty s

normalizaci mimo for cyklus a testovanou sekvenci byla opét O. sativa.

V literatufe je nejcastéji dodrzovano potadi krokid 1,2,3,4, proto v celé kap. 5.2.1
jsou pouzivany skripty s timto potadim = hlavni_armodel_norm_mimo_for_cyklus.m a
hlavni_armodel_norm_ve_for_cyklu.m.
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19.77
11.28
7.89
6.07
4.93
4.15
3.58
3.15
2.81
2.54
2.32
2.13

=

34 68 101 135 168 202 235 269 303

a) 1,2,3,4

19.77
11.28
7.89
6.07
4.93
4.15
3.58
3.15
2.81
2.54
2.32
2.13

=
w
5

68 101 135 168 202 235 269 303

b) 1,2,4,3

19.77
11.28
7.89
6.07
4.93
4.15
3.58
3.15
2.81
2.54
2.32
2.13

1 34 68

101 135 168 202 235 269 203

€)1,3,2,4

Obr.64 Spektrogramy se zaménénym poradim krokii pro AR model s normalizaci mimo for

cyklus, sekvence O. sativa
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1 24 68 101 135 168 202 235 269 203

a) 1,2,3,4

19.77
11.28

1 24 AR 101 135 168 202 235 269 302

b) 1,2,4,3

1 34 68 101 135 168 202 235 269 303

€) 1,3,2,4

Obr.65 Spektrogramy se zaménénym poradim krokii pro AR model s normalizaci ve for
cyklu, sekvence O. sativa
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6.  Srovnani spektrogrami ziskanych pomoci FT a
AR modelu

ZavéreCna kapitola se vénuje hlavnimu cili této prace, tedy porovnani metod pro
konstrukci DNA spektrogrami. Tyto metody jsou dvé a byly optimalizovany Vv
ptedchozich kapitolach 5.1 a 5.2 pro pouziti na vykreslovani tandemovych a rozptylenych
repetic, kodujicich mist a CpG ostrivka v sekvencich DNA. Pro vSechny typy vzora byly u
obou metod nalezeny nejlepsi parametry pro vykreslovani spektrogramil.

Dale se tedy budou nejlepsi vysledné obrazky z téchto metod srovnavat mezi sebou,
aby bylo mozné finaln¢ zhodnotit, ktera z nich je pro vykresleni danych vzora lepsi. Pajde
hlavné o porovnani vizualni detekci vzorda. Algoritmy z obou metod se budou posuzovat i z
hlediska ¢asové naro¢nosti vypoctu.

6.1. Porovnani z hlediska vizualni detekce vzoru

Mezi vzory, které mlizeme obéma metodami detekovat patii tandemové repetice,
rozptylené repetice, CpG ostrivky a kodujici regiony sekvenci. Pro vSechny typy vzort
byly vybrany sekvence, které propocitaly algoritmy z obou metod. Nejlepsi skripty pro
danou metodu byly vybrany podle kap. 5.1 a 5.2.

6.1.1. Tandemové repetice

Pro srovnani spektrogrami z obou metod byla jako vhodna sekvence s tandemovou
repetici zvolena nahodna sekvence o délce 60 kbp generovana v Matlabu piikazem
randseq. Tato sekvence obsahuje uméle vlozenou repetici CGG (mikrosatelit) opakujici se

v délce 150 bp zacinajici na pozici 10 kbp.
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a)FT b) AR model

Obr.66 Spektrogramy ndhodné sekvence s umélymi tandemovymi repeticemi

75



Parametry pro vykresleni frekvencniho spektra byly pro obé sekvence zvoleny
stejné: w = 1000, o = 100, p = 100 (AR model), mapovaci vektory ze vztahu 24. Vysledné
spektrogramy jsou na Obr.66a) pro FT a b) pro AR model. Repetice je z obrazkt z obou
metod stejn¢ dobfe detekovatelnd jako tmavy pruh na pozici okolo 10 kbp s vyraznym
zelenym mistem okolo periody 3 (podrobnéjsi popis viz kap. 5.1.2). | z detaild repetic na
Obr.67 by se dalo fici, Ze obé metody vykresluji spektrogramy této sekvence stejné

kvalitné.
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Obr.67 Detailni zabeér na repetice z Obr.66
Srovnani spektrogramu z obou metod s realnymi sekvencemi je v kap. 6.2.
6.1.2. Rozptylené repetice

Sekvence s umélymi rozptylenymi repeticemi jsou nejvhodnéjSi pro porovnani
spektrogramti z obou metod. Vybrany byly soubory umele_rozptylene_repetice.fasta a
umele_rozptylene_repetice_dlouhe.fasta. Obsahuji v prvnim piipadé kratké repetice
CCCCC opakujici se v sekvenci 31krat. Tyto vzory byly vlozeny do ndhodné sekvence o
délce 1000 bp. V druhém piipadé se jednd o dlouhé 71 bp dlouhé repetice tvotené
nukleotidem C opakujici se v sekvenci 3krat. Tyto byly vlozeny také do nahodné sekvence
o délce 1070 bp.

Na Obr.68 jsou spektrogramy prvni zminéné sekvence. Pétinukleotidova repetice
CCCCC se projevuje jako zelena oblast v horni ¢asti obrazkd. Je vidét, ze metoda s AR
modelem dava lepsi vysledek. Oblast repetice je 1épe rozliSena od pozadi spektrogramu

nez u metody s FT. Pro metody byly nastaveny parametry w = 120, 0 = 1, p = 15.
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1 112 223 334 445 556 667 778 889 1000 1 112 223 334 445 556 6R7 778 889 1000

a)FT b) AR model

Obr.68 Spektrogramy ndahodné sekvence s umelymi kratkymi rozptylenymi repeticemi

Na Obr.69 jsou spektrogramy druhé sekvence s dlouhymi rozptylenymi repeticemi.
Vzory jsou tvofeny nukleotidy C mapovanymi zelenou barvou, proto jSOu v obrazcich
detekovatelné jako zelené pruhy v jejich horni ¢asti. Nachazi se v sekvenci 3krat v mistech
1-71 bp, 427-497 bp a 852-924 bp. V Obr.a) z metody s FT jsou krom¢& zelenych oblasti
vidét 1 tmavé pruhy pod nimi, které smétuji smérem dold k ose x, ze které se pak daji 1épe
detekovat pozice repetic nez u Obr.b) z metody s AR modelem. Ale u AR modelu jsou
zase zachyceny jen tyto repetice a zadné ostatni redundantni informace. Neni mozno tplné

jednozna¢né posoudit, ktera metoda je pro vykreslovani dlouhych rozptylenych repetic
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a)FT b) AR model

Obr.69 Spektrogramy ndhodné sekvence s umélymi dlouhymi rozptylenymi repeticemi
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6.1.3. CpG ostrivky

Oblasti CpG ostruvka jsou 1épe rozliSeny ve spektrogramech vytvorenych metodou s
FT. Muzeme se o tom piesvéd¢it z Obr.70a) a Obr.71a). Jedna se o segmenty sekvenci
lidskych chromozomii 22 a 21. CpG ostravky jsou ty zelené Casti spektrogramii. Pravé u

metody s FT jsou tyto Casti souvisleji ohraniCeny a mizeme rozhodnout, na kterych

pozicich v sekvenci se CpG ostrivky nachazeji. U sekvence z chromozomu 22 (Obr.70)
detekujeme jejich pozice cca mezi 1-500 bp a 1180-2132 bp. U sekvence z chromozomu
21 na Obr.71 jsou to mista cca okolo 700-1400 bp.

1 237 474 711 948 1184 1421 1658 1895 2132 1 237 474 711 948 1184 1421 1658 1895 2132

a)FT b) AR model

Obr.70 Spektrogramy segmentu sekvence lidského chromozomu 22 s CpG ostrivky

I 120
21.30 [

1 262 524 785 1047 1308 1570 1831 2003  23K5 1 262 524 785 1047 1308 1570 1831 2093  ?3K5K

a)FT b) AR model

Obr.71 Spektrogramy segmentu sekvence lidského chromozomu 21 s CpG ostrivky
6.1.4. Kodujici regiony

Jako vhodna testovaci sekvence s kodujicimi regiony byla zvolena C. carsonella
ruddii.fasta. Jedna se o cely genom proteobakterie Candidatus Carsonella ruddii, ve kterém

je dobfe detekovatelnd linie okolo periody 3 naznacujici pfitomnost kodujicich casti
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sekvence. Podrobnéji je detekci t€chto mist vénovana kap. 5.1.2. Spektrogramy z obou
metod zobrazuji v sekvenci dostateéné kvalitné oblasti zajmu. V Obr.72a) z metody s FT
jsou navic rozliSitelna mista s vétsim vyskytem nukleotidit C (zelené barva) ¢i T (Cervena

barva), ale to neni pii detekci kodujicich regionti potieba rozliSovat.

11000 pgmy
32.26
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25.01 84
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1 17741 35481 53?221 70961 88701 106441 124181 141921 159662 1 17741 35481 53?221 70961 88701 106441 124181 141921 159662

a)FT b) AR model

Obr.72 Spektrogramy genomu proteobakterie C. Carsonella ruddii

6.2. Porovnani presnosti urceni tandemovych repetic u

obou algoritmu

Piesnost obou algoritmii byla ovéfena na sekvencich obsahujicich rGzné druhy
tandemovych repetic z databaze NCBI [33] uvedenych v tab. 2. Tti sekvence obsahuji
mikrosatelity a dvé sekvence minisatelity. Porovndnim s udaji v tab. 2, kterd vznikla s
pomoci databaze TRDB [23], se ovéti, zda spektrogramy dobie rozliSuji vzory s danymi
charakteristikami.

TABULKAZ
Sekvence NCBI oznaceni  Délka repetice Typ repetice Pozice repetice
lidsky gen M65145.1 2 bp GT 860-895 bp
KLK1
lidsky gen M96445.1 2bp AC 230-282 bp
D5S253
ryZe seta, gen X64775.1 3 bp GGC 145-188 bp
X64775
lidsky chr.21, AL133493.3 32 bp; GACAGGGTTCCC 623-737 bp;
gen AL133493 17 bp CCCACCCCGCTC 802-1768 bp
CCAATCCA;
CCCCTGGGATGC
GGGTG
houba AJ621804.1 16 bp CCCAGCCACTCA 98-204 bp
Leptosphaeria ACCG
maculans, gen
AJ621804
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1 120 239 358 477 596 715 834 953 1072 1 120 239 358 a77 596 715 /34 953 1072

a) FT b) AR model
Obr.73 Spektrogramy sekvence M65145.1
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Obr.74 Spektrogramy sekvence M96445.1

34 68 101 135 168 202 235 269

a)FT b) AR model

Obr.75 Spektrogramy sekvence X64775.1
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.
1 223 445 667 8R9 1111 1333 1555 1777 2000 1 223 445 667 889 1111 1333 1555 1777 2000

a)FT b) AR model
Obr.76 Spektrogramy sekvence AL133493.3
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b) AR model

Obr.77 Spektrogramy sekvence AJ621804.1

Na prvni pohled je patrné, Zze spektrogramy vytvofené metodou s AR modelem
nemaji barevné pozadi jako spektrogramy z druhé metody. Jejich podklad je ¢erny a
barevné zvyraznény jsou pouze tandemové repetice. Prestoze metoda s FT dava spravné
vysledky jako metoda s AR modelem a je mozné barevné odlisit vzory v sekvenci, dalo by
se ftici, ze poskytuje i nadbytecné informace ve formé& pravé barevného pozadi. Pro
vyhledavani tandemovych repetic nas informace o rozlozeni nukleotidii s danymi barvami
v ostatnich ¢astech sekvence nezajima.

Repetice v sekvenci M65145.1 je v Obr.73a) detekovatelna jako bily prouzek na
pozicich 860-895 bp v oblasti periody 2, protoze délka vzoru jsou 2 bp. Ve spektrogramu
je navic i tmavy svisly pruh o délce celé osy y. Pro obrazky ziskané metodou s FT je ale
takové zobrazeni tmavych pruhil s barevnymi prouzky uvnitt znazoriiujicimi pfesné misto
repetice, potiebné. Kdyby se v obrazcich projevovaly jen ty vodorovné barevné prouzky
jako u metody s AR modelem, nebylo by mozné je odlisit od riiznobarevnych pixela v

pozadi. U metody s AR modelem se zadné svislé pruhy obsahujici repetice nezobrazuji.
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Neni to potieba vzhledem k tomu, Zze pozadi je ¢erné a barevné vzory jsou tvofeny pouze
¢ervenou, modrou, zelenou a Sedou (barvy se nemichaji). Z Obr.73b) z metody s AR
modelem muzeme dokonce odhadnout jaké baze tvofi repetici podle barvy prouzku. Je
cerveno-Seda, tak se da predpokladat, ze jedna z bazi by mohla byt thymin a druha guanin
(podle mapovacich vektora ze vztahu 24).

U Obr.74 sekvence M96445.1 se¢ nabizi stejny popis. Algoritmus z metody s AR
modelem opét vykreslil repetici jako prouzek, ze kterého odvodime dvojici bazi A (modra
barva) a C (zelend barva). Jinak informace o délce vzoru a o pozici v sekvenci jsou dobie
¢itelné z obou obrazkl z obou metod.

Na Obr.75 jsou spektrogramy sekvence X64775.1. Sekvence obsahuje hlavni repetici
na pozicich 145-188 bp, ktera je zachycena v Obr.b) jako zeleno-$edy prouzek. Je tvoiena
ttemi bazemi GGC. ProtoZe se v sekvenci nachazeji 1 dalsi trinukleotidové repetice tvorené
pievazné bazemi G, které se ale opakuji v mensi délce nez ta hlavni (viz kap. 4.4), je ve
spektrogramu na Obr.b) jesté vidét vodorovny Sedy prouzek téméf v celé délce osy x. Ve
spektrogramu z algoritmu s FT na Obr.a) je také svétla linie v celé délce vodorovné osy.
Hlavni repetici zde odlisSime diky tmavému svislému pruhu na pozicich 145-188 bp.

Dalsi sekvence na Obr.76 a Obr.77 obsahuji delsi tandemové repetice — minisatelity
(32, 17 a 16 bp). Takto dlouhé repetice se zobrazuji ve formé vice svislych prouzkt nad
sebou. Jejich délka se pak odvozuje z poctu nad sebou vyobrazenych prouzki. Je-li pocet
vodorovnych prouzkd L sudy, vypoc¢teme délku vzoru jako 2L. Je-li pocet L lichy, potom
délka vzoru bude 2L+1 [14]. O sekvenci AL133493.3 je podrobnéji psano v kap. 5.1.2 a
5.2.1.

Sekvence AJ621804.1 na Obr.77 ma repetici na pozicich 98-204 bp. Jeji délka je 16
bp, coz se da vyhledat i ve spektrogramech, secteme-li vodorovné prouzky nad sebou. Je
jich 8, tedy sudy pocet, takze podle vzorce 2L je délka repetice opravdu 16 bp. Z obrazki z
obou metod jsou tyto charakteristiky dobie patrné, ale opét Obr.b) AR model by se dal

oznacit za piesnéjsi.

Jestlize bychom méli vybrat tu lep$i metodu pro vykreslovani spektrogramt sekvenci
s tandemovymi repeticemi, méla by to byt metoda vyuZivajici k odhadu frekven¢niho
spektra AR model. Obrazky jsou pichlednéjsi a poskytuji informace o typech bazi ve
vzorech.

6.3. Porovnani z hlediska ¢asové narocnosti algoritmii

Bylo vybrano deset sekvenci s riznou délkou, které jsou sefazeny v tab. 3 podle
délky vzestupné. Tyto sekvence byly testovany hlavnimi algoritmy obou metod pro
vykresleni spektrogramtt s FT a AR modelem v ¢asti vypoctu frekvenéniho spektra =
hlavni_1234.m a hlavni_armodel_norm_ve_for_cyklu.m.  Algoritmy maji  kroky
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normalizace umisténé ve for cyklu, s tim, ze pro AR model je potieba dvou normalizaci,

aby daval vysledky porovnatelné se spektrogramy z FT.

TABULKA3

Sekvence

Nazev fasta
souboru

Délka
sekvence

Délka
okna

Posun
okna

Vypocet
pomoci FT
[s]

Vypocet
pomoci AR
modelu [s]

ryZe seta, gen X64775 303 bp 60 1 0,73 1,75
X64775
houba Leptosphaeria 426 bp 80 1 1,4 3,83
Leptosphaeria maculans
maculans, gen
AJ621804
krali¢i gen Rabbit short 527 bp 120 1 2,9 5,41
X02216 interspersed C
repeat
nahodna umele_rozptyl 1000 bp 120 1 6,4 9,91
sekvence s ene_repetice
umélymi
repeticemi
lidsky chr.21, AL133493 hu 2000 bp 120 1 13,51 27,85
gen AL 133493 man_chr21
bakterie neisseria 2418 bp 200 1 37,08 34,38
Neisseria gonorrhoeae
gonorrhoeae  clone pNG273
gen F56F11  Caenorhabditis 8100 bp 200 10 40,69 24,51
Caenorhabditi elegans
s elegans Cosmid
F56F11
nahodna randomseq_mi 60000 bp 1000 100 173,55 61,92
sekvence s nisatelit
minisatelity
bakterie Mycoplasma 100000 1000 100 296,12 80,4
Mycoplasma pneumoniae bp
pneumoniae
proteobakterie  C. carsonella 159662 1000 100 476,13 129,74
C. Carsonella ruddii bp
ruddii

Vysledna casova zavislost vypoctu obou algoritmti na délce sekvence je vidét v grafu

na Obr.78. Byla vytvofena z hodnot ve tietim, Sestém a sedmém sloupci tab. 3. Zavislost je

line4rni u obou metod, tedy doba vypoctu se prodluzuje se stoupajici délkou sekvence.

Kitivka pro algoritmus vyuzivajici pro vypocet spektra FT (modra barva) ma strmé;jsi

pribéh nez kiivka druha. Pro dlouhé sekvence je u této metody doba vypoctu vysoka. Dalo

by se tedy fici, ze pro delsi sekvence je lepsi pouzit algoritmus vyuzivajici k odhadu
spektra AR model (méné strma Cervena ktivka). Podivame-li se na hodnoty do tab. 3, kde
rozdil mezi dobou vypoctih u obou metod je u kratSich sekvenci malé ¢islo a u delSich



sekvenci (od délky 8100 bp) se hodnota rozdilu mezi Casy vypoctl zvysuje, tento odhad si
potvrdime.

Zavislost doby vypoctu algoritmu na délce sekvence
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Obr.78 Graf zavislosti doby vypoctu algoritmii na délce sekvence
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7. Z.aveér

Cilem této prace bylo provést literarni reSerSi o numerickych reprezentacich DNA
sekvenci, o moznostech konstrukce barevnych DNA spektrogramii a o vzorech
detekovatelnych ze spektrogramd.

Metody numerické reprezentace byly klasifikovany do dvou hlavnich skupin —
metody s pevné stanovenym mapovanim a metody zalozené na chemicko-fyzikalnich
vlastnostech DNA molekul. Kazda z popsanych reprezentaci ma své vyhody i nevyhody.
Castdji se viak pouZivaji metody s pevné stanovenym mapovanim a nejvice z nich 4D
binarni reprezentace, kterd byla pouzita i v této praci pro ovéteni funkénosti vytvorenych
algoritmu.

Po konvertovani DNA sekvence do numerické reprezentace se ndm otevira moznost
pouziti technik ¢islicového zpracovani signali. K tém patii také spektralni analyza, jejimz
ukolem je transformovat vybranou numerickou reprezentaci do frekven¢ni oblasti. Analyza
zahrnuje posloupnost krokd vedoucich k vytvofeni barevného spektrogramu, jako jsou:
vypocet frekvencniho spektra, mapovani DFT hodnot do RGB prostoru a normalizace
hodnot pixelt.

V této praci jsou popsany dvé metody vypoctu frekvencniho spektra — Fourierova
transformace a odhad spektra pomoci autoregresniho modelu. Literatura uvadi, Ze
vypoctena spektra pomoci Fourierovy transformace jsou nepiesnd, mohou obsahovat
falesné piky a maji slabé rozliseni, naproti tomu AR model tento problém nema. Tato
teorie byla v ramci diplomové prace otestovana pomoci algoritmi vytvofenych v
programovém prostiedi Matlab vykreslujicich barevné spektrogramy. Z vysledkd zde
uvedenych se urcité neda tvrdit, Ze autoregresni model je vzdy ptesnéjsi nez Fourierova
transformace. Existuji typy vzort v sekvenci DNA, které vykresluje algoritmus s FT
mnohem presnéji, napt. jsou to CpG ostruvky.

Co se tykd tandemovych repetic, je pravdou, Ze AR model dava prehledn&jsi
spektrogramy znazornujici jen mista s repeticemi bez redundantnich informaci, za které
muzeme povazovat barevné pixely v pozadi obrazkli z metody s FT. Navic podle barvy
oblasti s repeticemi se da u AR modelu usuzovat, z jakych je tvofena bazi, na rozdil od
metody s FT, kdy barvy Gpln€ vzdy neodpovidaji. U detekce rozptylenych repetic se hodi
pro popis vysledku podobny zavér.

Poslednim typem hledaného vzoru v sekvenci DNA byly kodujici regiony. Tyto jsou
pii pouziti AR modelu i FT v obrazcich stejn€ dobfe rozpoznatelné.

Pred vykreslenim spektrogramt obéma metodami bylo potieba nastavit vhodné délku
okna a posun oken, pro které¢ se pocitalo spektrum pomoci FT nebo AR modelem. U druhé
metody bylo navic potieba ucelné nastavit hodnotu fadu modelu. Se zvysujici se délkou
sekvence se Casto nastavuje vEtSi délka okna. Pro velmi dlouhé vypocetné narocné

sekvence se jest¢ zvySuje i hodnota posunu oken, aby byl algoritmus rychlejsi a aby se
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zlepsilo rozliseni jednotlivych pozic bazi v dlouhé sekvenci. Ale vzdy zalezi hlavné na
pozorovaném vzoru v sekvenci, ktery ma uré¢ité vlastnosti, jez ma spektrogram odlisit.
Proto bylo potfeba parametry nékolikrat pozmeénit a vyzkouSet, se kterymi daval
algoritmus vysledky s pozadovanym rozliSenim.

Shrneme-li to, obé metody pro konstrukci barevnych DNA spektrogramt byly
nejprve optimalizovany pro pouziti na sekvence s riznymi vzory, poté byly porovnany z
hlediska u¢innosti detekce danych typi vzoru.

86



8.  Seznam pouZzité literatury

[1] DIMITROVA, Nevenka, Yee Him CHEUNG a Michael ZHANG. Analysis and
Visualization of DNA Spectrograms: Open Possibilities for the Genome Research. In:
Proceedings of the 14th annual ACM international conference on Multimedia:
MULTIMEDIA '06. New York, NY, USA: ACM, 2006, s. 1017-1024. ISBN 1-59593-447-
2. DOI. 10.1145/1180639.1180861. Dostupné z:  http://doi.acm.org/10.1145/
1180639.1180861

[2] ZHOU, Hongxia, Liping DU a Hong YAN. Detection of Tandem Repeats in
DNA Sequences Based on Parametric Spectral Estimation. IEEE Transactions on
Information Technology in Biomedicine. 2009, vol. 13, no. 5, s. 747-755. ISSN 1089-7771.

[3] ANASTASSIOU, Dimitris. Frequency-domain Analysis of Biomolecular
Sequences.  Bioinformatics. 2000, wvol. 16, no. 12, s. 1073-1081. DOI:
10.1093/bioinformatics/16.12.1073.

[4] KWAN, Hon Keung a Swarna Bai ARNIKER. Numerical Representation of
DNA Sequences. Electro/Information Technology, 2009. eit '09. IEEE International
Conference on. 2009, s. 307-310. DOI: 10.1109/E1T.2009.5189632.

[5] KWAN, Hon Keung a Swarna Bai ARNIKER. Advanced Numerical
Representation of DNA Sequences. 2012 International Conference on Bioscience,

Biochemistry and Bioinformatics. 2012, vol. 31. Dostupné z: www.ipcbee.com/vol31/001-
ICBBB2012-T003.pdf

[6] ZOLZER, Friedo. IHOCESKA UNIVERZITA V CESKYCH BUDEJOVICICH
Zdravotné socialni fakulta. Radiobiologie buiiky. Ceské Budg&ovice, 2007. Dostupné z:
http://www.zsf.jcu.cz/structure/departments/kra/informace-pro-studenty/ucebni_texty/
ochrana-obyvatelstva-se-zamerenim-na-cbrne-aplikovana-radiobiologie-a-toxikologie-
krizova-radiobiologie-a-toxikologie/radiobiologie-bunky.doc/view

[7] DNA. In: Wikipedia: the free encyclopedia [online]. San Francisco (CA):
Wikimedia Foundation, 2001 [cit. 2012-11-23]. Dostupné Z:
http://en.wikipedia.org/wiki/DNA

[8] VUT BRNO, FEKT, studijni materidly k piedmétu Pokrocild analyza
biologickych sekvenci (2012), garant pfedmétu: PROVAZNIK, 1.

[91 RAMACHANDRAN, Parameswaran a Andreas ANTONIOU. Genomic Digital
Signal Processing. Victoria, BC, Canada: University of Victoria, 2004. Dostupné z:
http://www.ece.uvic.ca/~andreas/RL ectures/GenomicDSP04-Paramesh-Pres.pdf

[10] EURASIP BOOK SERIES ON SIGNAL PROCESSING AND
COMMUNICATIONS. Genomic Signal Processing and Statistics [online]. New York, NY
10022, USA: Hindawi Publishing Corporation, 2005 [cit. 2012-11-24]. ISBN 977-5945-
07-0. Dostupné z: http://citeseerx.ist.psu.edu/viewdoc/download?doi=10.1.1.92.2778
&rep=repl &type=pdf

87


http://doi.acm.org/10.1145/1180639.1180861
http://doi.acm.org/10.1145/1180639.1180861
www.ipcbee.com/vol31/001-ICBBB2012-T003.pdf
www.ipcbee.com/vol31/001-ICBBB2012-T003.pdf
http://www.zsf.jcu.cz/structure/departments/kra/informace-pro-studenty/ucebni_texty/ochrana-obyvatelstva-se-zamerenim-na-cbrne-aplikovana-radiobiologie-a-toxikologie-krizova-radiobiologie-a-toxikologie/radiobiologie-bunky.doc/view
http://www.zsf.jcu.cz/structure/departments/kra/informace-pro-studenty/ucebni_texty/ochrana-obyvatelstva-se-zamerenim-na-cbrne-aplikovana-radiobiologie-a-toxikologie-krizova-radiobiologie-a-toxikologie/radiobiologie-bunky.doc/view
http://www.zsf.jcu.cz/structure/departments/kra/informace-pro-studenty/ucebni_texty/ochrana-obyvatelstva-se-zamerenim-na-cbrne-aplikovana-radiobiologie-a-toxikologie-krizova-radiobiologie-a-toxikologie/radiobiologie-bunky.doc/view
http://en.wikipedia.org/wiki/DNA
http://www.ece.uvic.ca/~andreas/RLectures/GenomicDSP04-Paramesh-Pres.pdf
http://citeseerx.ist.psu.edu/viewdoc/download?doi=10.1.1.92.2778&rep=rep1&type=pdf
http://citeseerx.ist.psu.edu/viewdoc/download?doi=10.1.1.92.2778&rep=rep1&type=pdf

[11] YAU, Stephen S.-T., J. WANG, A. NIKNEJAD, Ch. LU, N. JINa Y. HO. DNA
sequence representation without degeneracy. Nucleic Acids Research. 2003, vol. 31, no.
12, s. 3078-3080. DOI: 10.1093/nar/gkg432.

[12] DNA walk method. In: UNIL / Université de Lausanne: Comparative
Genometrics [online]. 2001 [cit. 2012-11-24]. Dostupné Z:
http://www2.unil.ch/comparativegenometrics/DNA_walk.html

[13] AKHTAR, Mahmood, Julien EPPS a Eliathamby AMBIKAIRAJAH. On DNA
Numerical Representations for Period-3 Based Exon Prediction. Genomic Signal
Processing and Statistics, 2007. GENSIPS 2007. IEEE International Workshop on. 2007,
s. 1-4. DOI: 10.1109/GENSIPS.2007.4365821.

[14] SUSSILLO, David, Anshul KUNDAJE a Dimitris ANASTASSIOU.
Spectrogram Analysis of Genomes. EURASIP Journal on Applied Signal Processing.
2004, S. 29-42. DOI: 10.1155/S1110865704310048. Dostupné z:
http://asp.eurasipjournals.com/content/2004/1/ 790248

[15] NAIR, Achuthsankar S. a Sivarama P. SREENADHAN. A coding measure
scheme employing electron-ion interaction pseudopotential (EIIP). Bioinformation. 2006,
ro¢. 1, €. 6, s. 197-202. ISSN 0973-2063.

[16] JAN, Jifi. Cislicovd filtrace, analyza a restaurace signalii. 2. upravené a
rozsifené vydani, broz. Brno: VUTIUM, 2002. ISBN 80-214-2911-9.

[17] Genetické haraburdi - repetitivni DNA. In: Aktudlni genetika: Multimedialni

ucebnice 1ékarské biologie, genetiky a genomiky [online]. Ustav biologie a lékarské
genetiky 1.LF UK a VFN. 2005-2006 [cit. 2012-11-24]. Dostupné z:
http://biol.If1.cuni.cz/ucebnice/repetitivni_dna.htm

[18] ABO-ZAHHAD, Mohammed, Sabah M. AHMED a Shimaa A. ABD-
ELRAHMAN. Genomic Analysis and Classification of Exon and Intron Sequences Using
DNA Numerical Mapping Techniques. 1.J. Information Technology and Computer
Science. 2012, ¢. 8, s. 22-36. DOI: 10.5815/ijitcs.2012.08.03.

[19] DEATON, Aimée M. a Adrian BIRD. CpG islands and the regulation of
transcription. In: Genes & Development 25 [online]. Cold Spring Harbor Laboratory Press,
2011 [cit. 2012-11-24]. ISSN 0890-9369/11. DOI: 10.1101/gad.2037511. Dostupné z:
http://www.genesdev.org/cgi/doi/10.1101/gad.2037511

[20] AMBIKAIRAJAH, Eliathamby, Julien EPPS a Mahmood AKHTAR. Gene and
exon prediction using time domain algorithms. In: Signal Processing and Its Applications,
2005. Proceedings of the Eighth International Symposium on. Sydney, Australia, 2005, s.
199-202. ISBN 0-7803-9243-4. DOI: 10.1109/ISSPA.2005.1580230.

[21] HOLDEN, Todd, A. FLAMHOLZ, T. D. CHEUNG a kol. ATCG nucleotide
fluctuation of Deinococcus radiodurans radiation genes. SPIE Proceedings [online]. 2007,
ro¢. 6694 [cit. 2012-12-08]. DOI: 10.1117/12.732283.

88


http://www2.unil.ch/comparativegenometrics/DNA_walk.html
http://asp.eurasipjournals.com/content/2004/1/790248
http://biol.lf1.cuni.cz/ucebnice/repetitivni_dna.htm
http://www.genesdev.org/cgi/doi/10.1101/gad.2037511

[22] NCBI NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION. O.
sativa short highly repeated, interspersed DNA [online]. [cit. 2012-12-09]. Dostupné z:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X64775.1

[23] BENSON, G. Tandem repeats finder: a program to analyze DNA sequences.
Nucleic Acids Research [online]. 1999, ro¢. 27, ¢. 2, s. 573-580 [cit. 2013-04-17].
Dostupné z: http://tandem.bu.edu/trf/trf.html

[24] NCBI NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION.
Homo sapiens chromosome 21sequence from BAC GS1-53110 [online]. [cit. 2013-04-17].
Dostupné z: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AL133493

[25] VAIDYANATHAN, P.P. a Byung-jun YOON. The role of signal-processing
concepts in genomics and proteomics. Journal of the Franklin Institute: special issue on
Genomics. 2004, ¢. 341, s. 111-135. Dostupné z: http://citeseerx.ist.psu.edu/viewdoc/
summary?doi=10.1.1.72.6984

[26] PALANIAPPAN, R., P. RAVEENDRAN, S. NISHIDA a N. SAIWAKI.
Autoregressive spectral analysis and model order selection criteria for EEG signals. In:
IEEE 2000 Tencon Proceedings, Vols I-lii: Intelligent Systems And Technologies For The
New Millennium. New York, NY 10017 USA: IEEE, 2000, A126-A129. ISBN 0-7803-
6355-8 ISSN 0886-1420.

[27] ROTH, K., I. KAUPPINEN, P.A.A. ESQUEF a V. VALIMAKI. Frequency
warped Burg's method for AR-modeling. In: Applications of Signal Processing to Audio
and Acoustics, 2003 IEEE Workshop on. 2003, s. 5-8. ISBN 0-7803-7850-4. DOI:
10.1109/ASPAA.2003.1285795.

[28] DU, L., H. ZHOU a H. YAN. OMWSA: detection of DNA repeats using
moving window spectral analysis. Bioinformatics. 2007, ro¢. 23, ¢. 5, s. 631-633. ISSN
1367-4803. DOI: 10.1093/bioinformatics/btm008.

[29] CHAKRAVARTHY, N., A. SPANIAS, LD IASEMIDIS a K. TSAKALIS.
Autoregressive modeling and feature analysis of DNA sequences. Eurasip Journal On
Applied Signal Processing. 2004, ro¢. 2004, ¢. 1, s. 13-28. ISSN 1110-8657. DOI:
10.1155/S111086570430925X.

[30] CRISTEA, P.D. Conversion of nucleotides sequences into genomic signals.
Journal Of Cellular And Molecular Medicine. 2002, ro¢. 6, ¢. 2, s. 279-303. ISSN 1582-
1838. DOI: 10.1111/j.1582-4934.2002.tb00196.x.

[31] ZHOU, Hongxia a Hong YAN. Autoregressive models for spectral analysis of
short tandem repeats in DNA sequences. In: IEEE International Conference On Systems,
Man, And Cybernetics, Vols 1-6, Proceedings. New York, NY 10017 USA: IEEE, 2006, s.
1286-1290. ISBN 978-1-4244-0099-7 ISSN 1062-922X. DOI:
10.1109/1ICSMC.2006.384892.

[32] SANTO, Evan a Nevenka DIMITROVA. Improvement of spectral analysis as a
genomic analysis tool. In: 2007 IEEE International Workshop On Genomic Signal

89


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X64775.1
http://tandem.bu.edu/trf/trf.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AL133493
http://citeseerx.ist.psu.edu/viewdoc/%20summary?doi=10.1.1.72.6984
http://citeseerx.ist.psu.edu/viewdoc/%20summary?doi=10.1.1.72.6984
http://citeseerx.ist.psu.edu/viewdoc/%20summary?doi=10.1.1.72.6984

Processing And Statistics. s. 46-49. ISBN 978-1-4244-0998-3. Dostupné z:
http://ieeexplore.ieee.org/stamp/ stamp.jsp?tp=&arnumber=4365819

[33] NCBI NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION
[online]. 8600 Rockville Pike, Bethesda MD, 20894 USA: U.S. National Library of
Medicine [cit. 2013-05-08]. Dostupné z: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/

[34] PRCHAL, Josef a Boris SIMAK. Digitdlni zpracovani signald v
telekomunikacich. CVUT, 2001. ISBN 80-01-02149. Dostupné Z:
http://www.comtel.cz/files/ download.php?id=3370. Skriptum. CVUT.

90


http://ieeexplore.ieee.org/stamp/%20stamp.jsp?tp=&arnumber=4365819
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.comtel.cz/files/%20download.php?id=3370

9. Seznam obrazku

Obr.1 STruktura DNA SrOUBOVICE [7] evveeeiiiiiiiiiieeeee ettt e e e e e e eeaaranee e 9
Obr.2 3D NUMETNICKA reprezeNntace [8]......ccviiicciiieeeiiiee et e ettt e e rr e e e e erae e e e sare e e seanaeeeeas 12
Obr.3 NUKIEOTIAOVY CLYFSTEN [8]...uveiieieiieei ittt e e e e e e e s areeas 13
Obr.4 Redukce nukleotidového ctyisténu do 2D reprezentace [10] .....ccceeeceeeeeeieeeeccieeeeeenen. 14
Obr.5 2D reprezentace redlnymi Cisly [8]. e 15
Obr.6 2D reprezentace realnymi Cisly v prvnim a ¢tvrtém kvadrantu [8]......cccceeeeecviveeeeeennn. 15
Obr.7 Metoda DNA-walk pro jednodimenzionalni kroky [18] ........cccoecvevieeiieeeiiiiee e, 17
Obr.8 Metoda DNA-walk pro dvojdimenziondlni kroky [18].......cccceveveieiieiiieeeeciee e, 18
Obr.9 WiIENETUV TIIEE [BA] ettt e e ettt e e e aa e e e e ta e e e eeataeeeesatseeesennneeaeas 22
Obr.10 Barevné spektrum DNA segmentu [1] .....ccovciiieiiiiiieeciiee ettt e e e evre e e e eevreee e 26
Obr.11  Spektrogram DNA SEKVENCE [1] ...uviiiiiiiiieiciiiee ettt eite e e e eire e e e sate e e e earaeeeeanes 27
Obr.12 DNA spektrogram chromozomu lll C. elegans, okno 10000, posun okna 0 [14] ............. 28
Obr.13  DNA spektrogram znazoriujici minisatelit v chromozomu Il C. elegans - detail z Obr.12,
0kno 510, posUN OKNA 400 [L14].....uuiie e e eeciee ettt e ee et e e e ectte e e eetee e e eebaeeesebtaeeeestaaeeeseaeeessrenaeanes 29
Obr.14 DNA spektrogram s umélymi rozptylenymi repeticemi, okno 100, posun okna 1 .......... 30
Obr.15 Spektrogram CpG ostrlvku v segmentu chr.21, okno 120, posun okna 1 [1] ................. 31
Obr.16  Spektrogram sekvence O. sativa s délkou okna 20...........ccccvveeieciiieeccieee e 32
Obr.17 Spektrogram sekvence O. sativa s délkou okna 60 ..........ccvveeeeeeeeeiiiiirieeeeee e e 33
Obr.18 Spektrogram sekvence O. sativa s délkou okna 120 ..........cccoveeeeciiieecciiiee e 33
Obr.19 Spektrogram sekvence O. sativa s posunem oKen 20.........ccceeeeecieeeeeciieeeecieeeeecreee e 34
Obr.20 Poradi krokll pro vytvoreni Spektrogramu........cccccveeecieeeciieeiieeccree e e s e esreesvee e 36
Obr.21  Spektrogram nahodné sekvence o délce 60 kbp s periodicky se opakujicim vyskytem
NUKIEOtIAT A(15), T(13), CILL), G() cvrvrvreeeeeereeeeeeeeeeseeseeseeseeeseseeseesessesseseeseseeseseeeseseessesseseessessenes 40
Obr.22  Detail zObr.21 v oblasti kolem periody 9-15.......ccceiirciiieiiiiieeecieee e eeree e 41
Obr.23  Spektrogram nahodné sekvence o délce 60 kbp s periodicky se opakujicim vyskytem
nukleotidl A(15), T(13), C(11), G(9) Z T 1A .eoueirieeieeieereereesee ettt ste e sae e sanesane e 41
Obr.24  Spektrogramy nahodné sekvence s riznym poradim krokG........cccceeeveeiiieniiieecienccieeens 42
Obr.25 Spektogramy O. sativa s rdznym pofadim KroKU .........cccceeeeiieieeciiee e 43
Obr.26  Spektrogram nahodné sekvence o délce 60 Kb .....ccoccuvviiiiciiiiiiciiie e 44

Obr.27 Spektrogramy nahodné sekvence s umélymi repeticemi a)CGG, c)AAATT s detailnim

vyirezem okolo pozice 10 kbp pro b)CGG, d)AAATT ....oee ettt ee e e 45

Obr.28 a)Spektrogram nahodné sekvence s minisatelity CGCTTCCCCC, b)detail okolo pozice 10

kbp 46

Obr.29 Spektrogram segmentu sekvence AL133493 lidského chromozomu 21 s minisatelity... 47

Obr.30 Spektrogramy s umélymi kratkymi rozptylenymi repeticemi........ccccoecveeeivciieeeinciieeennns 48

Obr.31  Spektrogramy s umélymi dlouhymi rozptylenymi repeticemi........ccccecvvveeivcieeeincieeeennns 49

Obr.32 Spektrogram sekvence M19675.1 Neisseria gonorrhoeae obsahujici rozptylené repetice
50

Obr.33  Spektrogram sekvence X02216.1 Rabbit short interspersed C repeat obsahujici

FOZPEYIENE MEPETICE .. .evieee et et tee e e e et e e e e et e e e e e abee e e eeabeee e e abeeeeeenteeeeenraeas 50
Obr.34  Frekvencni spektrum O. sativa: a)FT, b)AR Model .......cooovveeiiiiiiiiicee e 51
Obr.35 Spektrogram chromozomu K12 E. coli, okno 10000, posun oken O [14]......ccccccecuvveeenns 52
Obr.36  Spektrogram chromozomu lll C. elegans, okno 10000, posun oken O [14] .......ccccvveeennee 52

91



Obr.37 Spektrogram ¢asti genomu M. PNEUMONIGE......cccviieieiriieeeecieeeeereeeeere e e eecreeeeeareeeeenes 53

Obr.38 Spektrogram genomu proteobakterie C. Carsonella ruddii........ccccccevvveeieiiiiiiiiiiieeeeeeennn, 54
Obr.39 Spektrogram sekvence genu F56F11 C. €legans ......ccoccvuvivirciieiiniiiieiiieeesecieeeesveee e 54
Obr.40 Spektrogram segmentu sekvence lidského chr. 22 s CpG ostravky.......ccceeeevveeiveeenennns 55
Obr.41  Spektrogram segmentu sekvence lidského chr. 21 s CpG ostrivKky........ccceeeveeeeecveeeennns 56
Obr.42  Kritéria pro vybér hodnoty fadu AR modelu sekvence X64775.1.....cccccceeeeeeeccviveeeeeenenn. 58
Obr.43  Spektrogram sekvence O. sativa vytvofeny AR modelem s fadem nastavenym na
hodnotu @) P=10, D) P=30......ueiiiiieiiieeie et ee e e st e et e e ste e et e e te e e baeesnteeeraeeanteeereeennees 58
Obr.44  Spektrogram nah. sekvence o délce 60 kbp s periodicky se opak. vyskytem nukleotid(
ziskany pomoci AR modelu s jednou NOrmalizaci ........ccueeeeeciiieicciiie e 59
Obr.45 Spektrogram nah. sekvence o délce 60 kbp s periodicky se opak. vyskytem nukleotid(
ziskany pomoci AR modelu se dvema Normalizacemi .......occveeeiiciiieiiiiiee e 60
Obr.46 Spektrogram nah. sekvence o délce 60 kbp s periodicky se opak. vyskytem nukleotidl
ziskany pomoci AR modelu s normalizacemi mimo for cyklus.........oooveeeiinciiiiinciie e 61
Obr.47  Porovnani skriptl s krokem normalizace umisténym: a) mimo for cyklus, b) ve for cyklu
pro sekvenci AL133493 human_Chr2l ...ttt et e e e e e e tae e e areeas 61
Obr.48 Detail z Obr.47b) ukazujici pocet vodorovnych prouzkl na poz. 623-737 bp .......cc........ 62
Obr.49 Spektrogram nahodné sekvence s umélou repetici CGG, normalizace ve for cyklu........ 63
Obr.50 Detail okolo pozice 10 kbp Z OBr.49.......oooi e et e e 63
Obr.51 Spektrogram nah. sekvence s umélou repetici CGG, normalizace mimo for cyklus........ 64

Obr.52 Spektrogram sekvence O. sativa s mikrosatelity s normalizaci a) mimo for cyklus, b) ve
for cyklu 64
Obr.53 Spektrogram ndhodné sekvence s vlozenou trinukleotidovou repetici z O. sativa

znasobenou na délku 4 kbp a) norm. mimo for cyklus, b) norm. ve for cyklu........ccooecviiirncnnnis 65
Obr.54 Spektrogram sekvence M19675.1 s rozptylenymi repeticeMi........ccccecvuveeevcieeeeecieeeeenns 66
Obr.55 Spektrogram sekvence X02216.1 s rozptylenymi repetic€Mi......cccccevvcieeeiiciieeeincneeennnns 66
Obr.56  Spektrogramy nahodné sekvence s umélymi kratkymi rozptylenymi repeticemi........... 67
Obr.57 Spektrogramy nahodné sekvence s umélymi dlouhymi rozptylenymi repeticemi.......... 68

Obr.58 Spektrogram ¢asti genomu Mycoplasma pneumoniae, normalizace mimo for cyklus ... 69

Obr.59 Spektrogram ¢asti genomu Mycoplasma pneumoniae, normalizace ve for cyklu .......... 69

Obr.60 Spektrogram genomu proteobakterie C. Carsonella ruddii, normalizace mimo for cyklus
70

Obr.61 Spektrogram genomu proteobakterie C. Carsonella ruddii, normalizace ve for cyklu.... 70

Obr.62 Spektrogram segmentu sekvence lidského chromozomu 22 s CpG ostrivky ................. 71
Obr.63  Spektrogram segmentu sekvence lidského chromozomu 21 s CpG ostrlvky ................. 71
Obr.64 Spektrogramy se zaménénym poradim krokd pro AR model s normalizaci mimo for
CYKIUS, SEKVENCE O. SALIVA ....uviiieiciiie ettt et e et e e e et e e e e ebte e e e ebtaeeeesteeeeesteeaesnstanaeannes 73
Obr.65 Spektrogramy se zaménénym poradim krokd pro AR model s normalizaci ve for cyklu,
SEKVENCE O, SALIVA 1.uuiiiiiiiiiie ittt e st e e s sttt e e e s s teeeesabaeeessbaeeesaaseeeesansaeeesanseeeeans 74
Obr.66  Spektrogramy nahodné sekvence s umélymi tandemovymi repeticemi.........cccccveeennees 75
Obr.67 Detailni zZAb&r Na repetice Z Obr.B6.........cooiciviiiiiiiie et e sarae e 76
Obr.68 Spektrogramy nahodné sekvence s umélymi kratkymi rozptylenymi repeticemi........... 77
Obr.69 Spektrogramy nahodné sekvence s umélymi dlouhymi rozptylenymi repeticemi.......... 77
Obr.70  Spektrogramy segmentu sekvence lidského chromozomu 22 s CpG ostrlvky................ 78
Obr.71  Spektrogramy segmentu sekvence lidského chromozomu 21 s CpG ostrivky................ 78

92



Obr.72
Obr.73
Obr.74
Obr.75
Obr.76
Obr.77
Obr.78

Spektrogramy genomu proteobakterie C. Carsonella ruddii ......ccccocuveeviciieeeciiieeecccneenn, 79
Spektrogramy sekvence MB5145.1..........uuiiiiiieiecciiiieee et e e e e e eecrrre e e e e e e e e anareeee s 80
Spektrogramy sekvence MOBAAS5.1..........uvieeiieieeeciieeee et e e e e crrre e e e e e e e e eanrreaee s 80
Spektrogramy SEKVENCE XBAT775.1 ....ooiicciiie e eecieee e et e ectre e e e stae e e e saaae e e s saara e e ssnaeeeeas 80
Spektrogramy sekvence ALL133493.3 ... ..ot e e e 81
Spektrogramy sekvence AJB21804.1........uuueeeeeeeeeciiiieee e e eeecrree e e e e eeerrre e e e e e e e e enrreaee s 81
Graf zavislosti doby vypoctu algoritmi na délce sekvence.........cooveeeeeeeiiicciiecieecieeee 84

93



10. Seznam zkratek a symboli

A adenin

AIC  Akaike information criterion = Akaikeho informacni kritérium

AICc corrected Akaike Information Criterion = korigované Akaikeho informacni
kritérium

AMFD Average Magnitude Difference Function

AR autoregresni

BIC  Bayesian Information Criterion = Bayesovo informacni kritérium

bp par bazi

C cytosin

CA  dinukleotid cytosin-adenin

CpG cytosin-fosfatova vazba-guanin

DFT  diskrétni Fourierova transformace

DNA deoxyribonukleova kyselina

EIIP  Electron-Ion Interaction Potential = distribuce energii volnych elektront

FFT  Fast Fourier Transformation = rychla Fourierova transformace

FPE  Final Prediction Error = finalni predikce chyby

FT Fourierova transformace

G guanin

HQC Hannan-Quinn Criterion = Hannan-Quinnovo kritérium

LINE Long Interspersed Nuclear Elements = dlouhé rozptylené jaderné elementy

LTR  Long Terminal Repeats = dlouhé terminalni repetice

MDL Minimum Description Length = minimalni popis délky

NCBI National Center for Biotechnology Information

0 posun okna

p fad modelu

PSD  Power Spectral Density = vykonova spektralni hustota (vykonnostni spektrum)

RNA ribonukleova kyselina

SINE Short Interspersed Nuclear Elements = kratké rozptylené jaderné elementy

STFT Short-Time Fourier transformation = kratkodoba diskrétni Fourierova transformace

T thymin

TDP  Time Domain Periodogram

TG dinukleotid thymin-guanin

TRDB Tandem Repeats Database

VNTR Variable Number of Tandem Repeats = variabilni mnozstvi tandemovych repetic

w delka okna
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11. Obsah prilozeného CD

e Textova Cast prace Tereza Reichlova DP.pdf

e Programova Cast prace Tereza Reichlova DP_prilohy obsahujici:
- kody v Matlabu
- DNA sekvence ve * .fasta formatu

- spektrogramy v plné kvalité ve formatu *.emf
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