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Abstrakt:

Diplomova prace ma ukazat moznosti klasifikace genkych sekvenci pomoci CGR
a FCGR pevedeni na obraz. Zdhto obraz se vypdte klasifikator pomoci metody BCM.
Déle je zde popsan vytieny program a jeho moznostii ilasifikaci. Na konci je srovnano
mnoZzstvi sekvenci pr@izné nastaveni programu.

Klicova slova:

klasifikace, fraktal, genomick& sekvence, DNA, C@Fhaos Game Reprezentece),
FCGR (Frekvetni Chaos Game Reprezentace), BCM (Box Counting 84gto

Abstract:

This diploma project is showen possibilities insslfication of genomic sequences
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1. Uvod

Na paatku prace je shrnuto kddovani DNA v bioinformatigastni zdroj a ziskavani
genomickych sekvenci a wtbzvoleného typu dat. Dale je zde vydgna metoda chaos
game reprezentace (zkratka CGR, vice v kap. 2@hhos game reprezentace sekvence),
jejim pozménénim je ziskana metoda frekwem CGR (FCGR, vice v kap. 2.4.4. Frekven
CGR), ktera je pak zpracovavana pomoci metody boxting (BCM, vice v kap. 2.4.3. Box
counting method). Nasledrudou pedvedeny dalSi moznosti ploSné reprezentace sekvenc
BCM zpracovanim se ze sekvence ziskaji hodnotymiimee kterych se sestavi graf. Z grafu
je pak odétena hodnota sénnice trendu, ktera je povazovana za multifrakt&lmeficient a
odpovida jen té dané sekvenci. VSechny tyto metmidy zapracovany do programu
GenomeFCGR vytvoifeném v programu Matlab verze 7.10.0 (R2010a) za pouZziti
bioinformatického toolboxu. V8echny moZnosti tohptogramu budou také v praci popsany.
V zawru prace pak budou vysledky prékolik sekvenci (viz kap. 3.3.2. Vybrané sekvence),
hodnoceni programu a navrhy na dalSi zlepSeni gnogr(vice v kap. 3.4. Navrhy na
vylepSeni programu). V samotném &dvpak jsou dopoktené hodnoty nastaveni programu,
které pak Ize pouzit k samotné klasifikaci sekvenci



Zpracovani genomickych sekvenci fraktaly — diploépvace 2

2.DNA ajeji kddovani

DNA je zkratka chemického néazvu deoxyribonukleovgsdtiny, ktera v sob
uchovava ddi¢nou informaci o celém jedinci. Cela geneticka vyawazyvanagenom je
uchovavana v ja& kazdé biiky paticného organismu. Genom je reh do chromozoriin
(vice viz kap. 0.

Bézny popis DNA sekvenci, nebo také genomickych se&ivese ¥tSinou dje podle
déelky sekvence, podle chromozomu, ze kterého Biaence ziskana, nebo podle druhu, ze
kterého sekvence pochazi. DalSi popis sekvence bomkbran v kap. 2.4. Popis DNA
sekvenci.

Chromozom), kde je zamotana v podavojSroubovice (Obrazek 1: DvojSroubovice
DNA.). Chromozom se pak dal¢ldna geny, coz jsou zakladni jednotliv&dné znaky. [1]

Cukr-fosfatova
pater

Komplementarni
= par bazi

Adenin

Nukleowva
baze

Thymin

Guanin

Cytosin

Obrazek 1: DvojSroubovice DNA. [1]

2.1.  Struktura DNA v organismu

DvojSroubovice je tviena cukrofosfatovou péfes posloupnosti cukr-fosfat-cukr
(Obrazek 2). Na kazdy cukr, jmenavidleoxyrib6za, je navazana jedna z nukleovych bazi.
Baze neboli nukleotidy jsottyti — dwe purinove, mezi které patadenin (zkratka A) a guanin
(zkratka G), a d¥ pyrimidinove, cytosin (zkratka C) a thymin (zkratk). D@ na sebe
navazaneé béaze tiickomplementarni par. Komplementarni paryitwazby adenin — thymin,
nebo opan¢ (Obrazek 3), které jsou svazanyoha vodikovymi vazbami, a vazby guanin —
cytosin, nebo opme (Obrazek 4), které jsou pohronadizeny pomociit vodikovych vazeb.
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Thymin (T) je v RNA (ribonukleova kyselina) nahrazgi transkripci DNA uracylem (U),
ktery pati mezi baze pyrimidinové, a v pouzivanych genomitkgekvencich se neobjevuje.
Transkripce je &eni DNA, kdy se dvojSroubovice rodd na samostatnd vlakna a druhé
vlakno se znova vytwd pomoci RNA. Tato vlastnost zajife, Zze pro uchovaniédiécné
informace st& pouze jedertettzec dvojSroubovice a i pro kédovani je pouzita aghost
znald bazi pouze z jednohetzce. [1, 2, 3]

Pfi dale pouzitych metodach vykreslovani je jedn@rkiz chto rettzci je pouZit.
Opany ¢i komplementarnirettzec DNA vytvdi obraz sekvence, jehoZz obraz bude jen
stredow otacen Waci piimému viaknu DNA.

5! End
e 5 Base
H
O

O—F—0

H-C-H Bage

8]

O—F—0

Obréazek 2: Cukrofosfatova pateé dvojSroubovice DNA. Je ozn#ovana Usekem mezi koncem od-étiho uhliku
deoxyribozy na jednom koncifetézce (ozn&eno 3 konec — 3 end) a na druhém konci od patéholitu (oznateno 5
konec — 5 end). V mist Base je navazana jedna z bazi. [5]

adenosine thymine 5|4
H H H o H—N, H
N—H — © CH |
/N - )
| N N-H ¢’ N\
= 7 | ribose
i O ., , H
| ribose ribose ) )
ribose guanine cytosine
Obrazek 3: Komplementarni péar tvoreny adeninem a Obrazek 4: Komplementarni par tvoreny guaninem a

thyminem. [4] cytosinem. [4]
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Bézny popis DNA sekvenci, nebo také genomickych se&ivese ¥tSinou dje podle
déelky sekvence, podle chromozomu, ze kterého Biaence ziskana, nebo podle druhu, ze
kterého sekvence pochazi. DalSi popis sekvence bomkbran v kap. 2.4. Popis DNA
sekvenci.

2.2. Chromozom

DvojSroubovice je doslova smotana do chromatid @adaiwvomatidy jsou spojenyies
jednu centromeru. Podle polohy centromery se chromy cli na metacentrické, kde je
centromera uprostd, submetacentrické, kde je tnuprosted, akrocentrické, kde se blizi
spiSe kraji, a telocentrické, kde je spojeni nackdn Telocentrické chromozomy se
v lidskych chromozomech nevyskytuji. Podle velikoatpra¥ podle polohy centromery, Ize
chromozomy rozélit do nasledujicich sedmi skupin (Obrazek 5): [12]

A -chromozomy 1, 2, 3 — velké, metacentrické nebo submetacentrické
chromozomy

e« B -chromozomy 4, 5 — velké, metacentrické chromozomy

» C-chromozomy 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, X — stfedné velké submetacentrické
chromozomy

e D -chromozomy 13, 14, 15 - stfedné velké akrocentrické chromozomy; prvni
dva maji na jednom konci satelity

e E - chromozomy 16, 17, 18 — kratké metacentrické nebo submetacentrické
chromozomy

* F —chromozomy 19, 20 — kratké metacentrické chromozomy

* G -chromozomy 21, 22, Y — kratké akrocentrické chromozomy; prvni dva
obsahuiji satelity

AMNG in

4 i

B unusan

C
A Aa de %8 A8 ¥
: . 16 17 18
) E
lxl xll | BA aq E E|
19 20 21 . 7o
F

Obréazek 5: Rozdleni chromozomi podle podobnosti. [12]
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2.3. Koédovani pomoci bazi

Posloupnost nukleotidovych bazi nese celddicghou informaci v nenné podob.
Jedna se o jednoduché zapséani zkratek bazi douposisti, jak jdou ve Sroubovici za sebou.
Informace v takovéto sekvenci je rélha do Usek nesoucich informaci, tzv. exdna
Useki odctlujicich, tzv. introrii. Presna funkce intranneni doposud znama, ale spekuluje se
0 urité ochranné funkci exdn nebo o funkci, ktera ma kontrolovat informacexormech.
Sekvenci pak Ize rozit na kodony, neboli triplety, coz je posloupnogt po sols jdoucich
nukleotidi, ktera reprezentuje jednu aminokyselinu. Triplabduji aminokyseliny, které jsou
pak syntetizovany v hiice. P@et aminokyselin je asi 20, zatimco moznych triplgt 64
(¢tyti na teti). Nepondr napovida, Ze jednu aminokyselinu Ize kodovat Wigdety (Tabulka
1). [3]

Tabulka 1: Kod tripletu a aminova kyselina. [6]

Druhé pismeno tripletu
T C A G
TTT ) TCT TAT ) TGT ) T
Fenylalanin Tyrosin Cystein
- TTC TCC Serin TAC TGC C
i
TTA _ TCA TAA TGA STOP A
Leucin STOP
TTG TCG TAG TGG| Tryptofan G
CTT CCT CAT o CGT T
Histidin
2 CTC _ CCC ) CAC CGC . Cl =
QL | C Leucin Prolin Arginin o
2 CTA CCA CAA . CGA Ala
= Glutamin =
o CTG CCG CAG CGG G o
g ATT ACT AAT ) AGT ) T g
% ) Asparagin Serin &
a ATC Izoleucin ACC AAC AGC Cla
S| A[ATA ACA | Treonin | AAA AGA AlB
o Methionin, Lysin Arginin =
ATG ACG AAG AGG G
START
GTT GCT GAT Kyselina GGT T
GTC ] GCC ] GAC| asparagova | GGC ] C
G Valin Alanin _ Glycin
GTA GCA GAA Kyselina GGA A
GTG GCG GAG| glutamova GGG G

Z tabulky vySe je jasné, Ze pokud ziskame reprezenDNA ve forng posloupnosti
aminokyselin, tak nelze Zmé jednozn&né odvodit pivodni DNA posloupnost. Posloupnost
aminokyselin je také vyuzivana a zpracovavana jassitel informace v bioinformatice, zde
ale vyuzita nebude. Prograviatlab sice umi pevadt tyto posloupnosti zfi do posloupnosti
bazi, ale z évodu této nejednoziaosti bylo od ni upusno.
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2.4. Popis DNA sekvenci

Sekvenci DNA Ize reprezentovatiznymi zpisoby. Statisticky popis sekvenci
znamena, Ze se sptaji jednotlivé baze a sestavi se tabulka s pitoéémim zastoupenim
jednotlivych bazi. [13]

Zde bude pouzita metoda CGR (Chaos game represeptditera sekvenciipvede
do obrazu, a jeji dalsi odnoz FCGR (frek#@®@nCGR). Pro porovnani obraje poteba z nich
dostatcislo, které se bude porovnavat. K tomu bude poudi¢doda BCM (box counting
method).

2.4.1. Chaos game reprezentace sekvence

Tato metoda byla odvozena pro tvorbu fraktalu sede Sierpinského trojuhelnik,
ktery pati mezi iter&ni funkeni systémy. Jde ®erny rovnostranny trojuhelnik (i#e byt i
obecny), ve kterém se deterministickymigpbem vytvéi fraktél. Vlastg stai spojit stedy
stran a ohradené pole vyjmout, nebo obarvit na bilo. Toto jenpriterace, kdy z jednoho
cerného trojuhelniku vzniknoditmensi. V kazdé dalSi iteraci se pak vezmou vie¢bmeé
trojuhelniky a provede se s nimi stejny proceskfatavznika i nekon€ném pdtu iteraci,
tak aby se splnilo pravidlo, Ze obraz je nezavislygiblizeni. [14]

Jiny zpisob vykresleni je pouziti metody chaos game. Privoigni sté&i zadat
vrcholy trojuhelniku a libovolny p@teini bod uvnit trojuhelniku, nebo Ize zvolit i jeden
z vrcholi. Jednoduchou iteraci, kdy je nah&dmvolen jeden zvrchél a v polovEni
vzdalenosti mezi p@te&nim bodem a vrcholem se vykresli novy bod, se postibude
plocha trojuhelnika zapbvat. Novy bod je pro nasledujici iteracicatenim bodem. Nért
iteraci je na obrazku nize (Obrazek 6). Do obrdnkuy piikresleny spojnice vrchalpro lepsi
piedstavu trojuhelniku. [7]

A B

Obrazek 6: Konstrukce Sierpinského trojihelniku CGRmetodou. [generovano vlastnim programem v Matlabu[8]
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Presnost nebo plnost Sierpinského trojuhelniku kansaného pomoci této metody je
dana pétem iteraci, coz jefiimo unerné pa@tu vykreslovanych bad Nasledujici obrazky
oswtli tuto problematiku. Vlevo je obrazek pétptisicich iteracich, neboli po vykreslenitip
tisic bodi (Obrézek 7). Vpravo pak tentyZ obrazek po stesibitih iteracich (Obrazek 8).

A B
A B

Obrazek 7: CGR konstrukce Sierpinského trojuhelniku
po 5 000 iteracich. [generovano vlastnim programem
Matlabu] [8]

Obréazek 8: CGR konstrukce Sierpinského trojahelniku
po 100 000 iteracich. [generovano vlastnim programev
Matlabu] [8]

Pro vykresleni DNA Usek je nutno obraz i program upravit. Misto trojuhk&lni
pouzijemectverec, kdy vrcholy ponesou nazvy, nebo spiSe kkraézi. Prvek nahody, ktery
vybiral vrchol, je vyazen. Vrchol, ke kterému se bude iterace ubirati posloupnost
sekvence, kdy prvni iteraci duje prvni znak v sekvenci, druhou druhy, atd. (Qbka9).
Cely obraz sekvence je &ptedy tvaden body, které reprezentuji kazdou jednotlivou bazi
v sekvenci. Délka sekvence je &pshodna s pdgem bodi vytvoienych v obraze. Na
obrazcich nize je naztena pdateini posloupnost ve&tverci (paatenich 7 znak ze
sekvence - Obrazek 9) a vedle je obraz celé sekvgtmmo sapiens tight junction protein
Z0-2 (TJP2) gene’, s lokusem AH005861 a délkou£b18 (Obrazek 10).
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c T

Obréazek 9: Paateénich sedm bazi (znak) v sekvenci
,Homo sapiens tight junction protein ZO-2 (TJP2)
gene'. Prvni gerveny) bod neni pro zobrazeni
sekvence zobrazen. Zde jen fdaziuje potatek.
[Generovano vlastnim skriptem v Matlabu —
ukazkaCGR.m]

Obrazek 10: CGR celé sekvence ,Homo sapiens tight
junction protein ZO-2 (TJP2) gene' s délkou, nebo tiké s
poétem éernych bodi 26 841. [Vyez z findlniho programu

GenomeFCGR vytvdreného v prostedi Matlab]

Hlavni vyhodou CGR oproti FCGR (viz kap. 2.4.4. ksenini CGR) jeciste ¢erno-
bilé zobrazeni, kdy pozadi je bilé a body nesmforinaci o sekvenaierné. Nevyhodou je,
Ze v Matlabu je pouzita funkg®ot a vysledny obraz sekvence neni moznost uloZit gditaz
pro dalSi zpracovanijegba metodou BCM. Lze sice¢né obrazy uloZit a naslednznova
naist, ale neni mozné nijak ovlivnit velikost obraz@ani velikost jednotlivych
vykreslovanych boil

2.4.2. Dopady tripletu

Pri pouziti ¢tverce GACT (z Obrazek 9), a budou-li brany kombaadripleti (z
Tabulka 1), Ize pak odvodit mista dopaducieerci pro dany triplet s ohledem na polohu
vrcholi ¢tverce. Pro zjednoduSeni bude pozito extrémvrcholi ¢tverce jako poatku
metody CGR (viz kap. 2.4.1. Chaos game reprezensakgence). Jako sekvence bude
pouZzita posloupnost znakv hledaném tripletu. Pro nasledujicfikbad bude pouzit start
kododn, ktery kéduje aminokyselinu methionin, a malpopnost ATG znak v tripletu.
Vybrana plocha je ohraténa zelenowarou a tvei ji ¢tverec (Obrazek 11). Pro &eni
spravnosti jsou jednotlivé body, které k 8giati, zobrazeny stejnym tvarem a barvou. Bod,
ktery ma poéatek ve vrcholu G, jéervené x. B prochdzeni posloupnosti se néje piblizi
k vrcholu A a vznikne novy bod cervenym x uprosed strany GA. R druhé iteraci se
piiblizi na polovéni vzdalenost kvrcholu T a nakonecébplo polovEni vzdalenosti
k vrcholu G. VSechny takto vzniklé body maji t¢arveného x. Stejné je to pro vrchol A, kde
body maji tvar zeleného plus, pro vrchol C, kdeybowji tvar Zluté hezdy, i pro vrchol T,
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kde jsou ve tvaru fialového krouzku. Je-li aminadysa kddovana vice moznostmi, tak je
potreba projet tento cyklusskolikrat s pouzitim jiné posloupnosti tripletu.

G A
= =
&
x &
o
&
C T

Obréazek 11: Hledani polohy tripletu veétverci GACT. [Generovano vlastnim programem v Matlahi]

Oproti tomuto vypotu dopad daného tripletu do pozice v obraze existuje jina
definice triplefi v obraze. Je to definice vzhledem k vreémolstverce.Ctverec je rozélen
svislou ¢arou v polovig strany a dalSi vodorovnotérou ogt v poloviné strany na stejné
Ctyfi ¢ésti. Tytocasti pak nesou nazev podlglghlého vrcholu, takZe jsottverce A, C, G a
T. Kazdy z échtoctverai je opet rozctlen na dalSétyii menSi a oznd se zase podle vrcholu,
ke kterému maji nejblize (druhé pismeno ¢end). Riklad: ¢tverec A je rozdlen nactverce
s ozngenim AA, AC, AG a AT. Cely obraz pak obsahuje Séstitverai. A protoze triplet
je slozen zett znali, tak se cely postup épopakuje. Vznikne Sedeséiti ¢tveral a ot se
piipoji k ozn&eni pismeno vrcholu, ke kterénitverec sniiuje snérem od stedu atleného
¢tverce. Riklad: ¢tverec AA je rozdlen na AAA, AAC, AAG a AAT. Polohagchto tripleti
je odliSna od pedeslé. [8]

2.4.3. Box counting method

Box counting method (uzivana zkratka: BCM) je matoditera slouzi k vypiu
multifraktalniho koeficientu daného obrazu. Nazeeh#zi z prvnich pismen anglickych slov
a peeklad ple popisuje metodu, jakou piwa — pditani oblasti, nebo v naSentigad
pacitanic¢ernych bod neboli pixet.

Jednd se také o itérd metodu, kdy v kazdé iteraci je vyftena dimenze obrazu.
Vypocet dimenze se provadi podle vztahu 1 a pro jejodpje poteba znat velikost oblasti,
pod kterou se sgitaji cerné pixely. Bevladaji-licerné body nad bilymi, pak je cela maska
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vyhodnocena jakderny bod a zapidta se do mnozstvi pro vypet dimenze. Pokud je vice
bilych bodi, bude maska vyhodnocena jako bila a nebude Hrgiirorypoctu (viz Obrazek
12). Maska projde cely obrazigsahy zanedbéa a poté se&todimenze. B dalSi iteraci se
velikost masky z#tSi o jeden pixel a cely proces se opakuje. [15]

Tyto dimenze jsou pak proloZzenjiwkou, jejiz snérnice je hledanym multifraktalnim
koeficientem a zaroweklasifikatorem dané sekvence. [8]

Fraktalni dimenz® udava miru nepravidelnosti daného objektu. Pra¥gpfraktalni
dimenze je pozita rovnice 1. [9]

__ lognN _
b= log(%) [ ]' (1)
kde D je fraktalni dimenzeN je faktor zngny délky, neboli pdet sokkpodobnych

éé.StI',% je faktor zmny n¥titka, r je velikost sobpodobné&asti.

Pro potebu vyp@&tu multifraktalnino koeficientu je nutno rovnicigpsat do tvaru
obecné rovniceifimky y = k - x + q, kdeclen g Ize zanedbat. Vznikne rovnice (2)

log(N) =D - log (%) (2)
a pro multifraktalni koeficierfy jako snérnice trendu vznikne vysledna zavislost (3)
log(N) = Fi. - log (7). ®)

Pro obrazy je palN patet ¢ernych bod po projeti obrazu maskouraje velikost
masky Vv pixelech. Postupfipjednotlivych giblizenich vys¥tluji nasledujici obrazky.
Obrazek vlevo (Obrazek 12) ukazuje, jak se pixégppitaji po projeti maskou o velikosti 3
x 3 pixely. Necelé fesahy obrazu se zanedbavaji. Na obrazku vpravoag®krl3) je
sekvence ,Homo sapiens ATPase, prenos Ca', alfa polypeptid (ATP7A), na chromozomu
10, s lokusem NG_013224 a s délkou 146 699 bpakieide ukadzkayzpracovana pomoci
BCM. [7]
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Puvodni obraz

(Cbraz po zpracovani

Obrazek 12: Rivodni a nasledny obraz po aplikaci ST e e .
masky o velikosti 3 x 3 pixely. [8, generovano autem

v Matlabu] Obrazek 13: Sekvence ,Homo sapiens ATPase, pro

pienos C§", alfa polypeptid (ATP7A), na chromozomu
10'. [8]

U velikosti masky se sudym gem pixeli pod ni, niZze nastat situace, kdy bude
pocet ¢cernych bod pod maskou roven polowimplochy masky (polovi& poitu pixeli). Zde
pak program fisoudi naslednému bodu barvernou. Rozhodovaci Uroirge nastavena na
0,49999, to znamena, zdi wetSim pondgru patu ¢ernych bod k velikosti masky, bude
plocha pod maskou brana jakeerna. Pokud bude pam menSi, pak jako bila. Na
nasledujicich obrazcich (Obrazek 14) jsou zobrazemsyupni obrazky zpracovani metodou
BCM sekvence NG_013224 na obrazku vyse (Obrazelkpa3)tichodu maskou o velikosti
strany 4, 8, 12, 16 a 20 pixel[8]
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Obréazek 14: Soubor obrazki
sekvence ,Homo sapiens ATPase,
pro p¥enos Cif*, alfa polypeptid
(ATP7A), na chromozomu 10 po

prichodu maskami o izné velikosti
strany masky, ktera je napsana nad
pat¥iénymi obrazky. Velikost masky
4 x 4 pixely je vlevo nahée, 8 x 8
nahore uprostired atd. [8]

Po kazdém fiblizeni dojde ke spdtani cernych bod a vypdtu dimenze podle
rovnice (1). Spoitané dimenze vyneseme do grafu podle vztahu (8) gejich prolozeni
piimkou, u které hledame smmici, se ziskad hledany multifraktalni koeficieftro dive

rozebranou sekvenci je vysledek o= 0,96491 (Obrazek 15).

BCM wysledek: Multifraktalni koeficient = 096491

451 ]

lag1O(N)

25 ' ; '
-3 -2.5 -2 -1.5 -1 0.5

log10{1/r)

Obréazek 15: Vysledny obraz BCM pro sekvenci ,Homo saiens ATPase, pro fjenos C§", alfa polypeptid (ATP7A),
na chromozomu 10°. [Vyez z programu GenomeFCGR]
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2.4.4. Frekvencni CGR

Frekvertni CGR, zkraceh FCGR, je jinak pojata stejna metoda vykreslovakoju
CGR (viz kap. 2.4.1. Chaos game reprezentace se&yehiSi se v provedeni, kdy si na
pocatku nadefinujeme nulovy (prazdny) obraz a do jddry@h pixeli postupg budeme
pricitat dopady chodu programu. Po doipéni celé sekvence se obraz upravi do rozsahu
hodnot (0; 1) a musi se invertovat. Misto s &S p@&tem dopad pak budeterné a misto
bez dopadu bude bilé. Mista s menSirtgrm dopad nez je werném bod budou mit ézny
odstin Sedi v zavislosti na ¢ta dopad. Vytvorenou matici pak Izeipmo pokladat za obraz,
Ize ji zpracovavat a upravovat jako obraz. | cglysob vypdatu je rychlejSi, protoze se jedna
0 matici hodnot, se kterou umi Matlab lIépe pracoMatobrazku nize je v§z z vytvdeného
programu, na kterém je stejnd sekvence vigma metodou CGR a FCGR (Obrazek 16).
Obraz FCGR je potan do obrazu 128 x 128 pixel

) CGR sekvence AHODSEE] . FCGR zekvence AHOOSEE] .
oo SRR R R

", i i EATe e B =
C RN e i il T © | T

Obrazek 16: Rozdil ve vykresleni CGR a FCGR pro selenci ,Lidsky gen proteinu TIP2'. [Vlastni program
GenomeFCGR]

Toto zobrazeni ma také své nevyhody. Pokud bude vehoZstvi dopadpouze do
jednoho mista, pak v obraze bude pouze jetlsit cerny pixel, a ostatni body budou
natlateny do s¥tle Sedé az do bilé barvy. Na nasledujicim obrdgduazek 17) je ukazan
tento gipad pomoci histogramu obrazu vySe (Obrazek lé6vepradistogram je uzjsoben
tak, aby ndl rozsah barev od nulgérnd) aZ po jedisiku (bild).Cisté ¢erny bod niZe byt jen
jeden, proto na svislé ose nejde v této oblastvitét. Svisla osa popisuje mnozstvi pikel
jednotlivécary pak odpovidaji mnoZzstvi pixeha daném odstinu Sedi.
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Histogram obrazu nahore.

1000
SO0
BO0
400

200

o 4 ..|I||
E .

(i} 0.2 0.4 0.6 (IR=) 1

Obrazek 17: Histogram obrazu pro Obrazek 16 vpravo.

Dojem z obrazu sekvence je #Zna zavisly na zvolené velikosti pttaného obrazu.
Mame-li, jako na obrazku nize (Obrazek 18), dvaamprstejné sekvence &nou velikosti
strany obrazu, pak nemusi byt mezi nimi ani podobnos

FCGR sekvence AHO0S561 . FCGR sekvence AHIOSSE1 .

Obréazek 18: Rozdil obradi pro riiznou velikost FCGR vykresleni sekvence ,Lidsky genrpteinu TIP2". Vlevo je
obraz o velikosti 64 x 64 pixal a vpravo je obraz o velikosti 256 x 256 pixél [GenomeFCGR]

Zmenou velikosti se zini nejen subjektivni viem, ale itetini hodnota v obraze, coz
Ize jasw vidét z histogrami téchto obrai (Obrazek 19). Zde je jasnpatrny posurncar
smérem k bilé (1) u ¥tSiho obrazu a na svislé ose se&amiinpocet pixeli s danym ténem Sedi.
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Obrazek 19: Histogramy obrazi z Obrazku 16. [GenomeFCGR]

Také musi dojit k apraé&vBCM metody, kdy hodnoty se pod maskouwtop&tou,
poctli se velikosti masky a rozhodovani o naslednénmuls® provadi vzhledem kerestini
hodnot urovre Sedi. Pra¥ plovouci rozhodovaci urosienedovoluje Zadny zasah do obrazu,
neba’ by doSlo ke zmné pcoitu ¢ernych bod po projeti metodou BCM a néaslednému
ovlivnéni celého multifraktalniho koeficientu.

2.4.5. Dalsi moznosti reprezentace sekvenci

DalSi moZnosti reprezentace genomickych sekvenpiose jsou zde uvedeny pro
doplréni. Dale v praci nebudou vyuzity.

2.4.5.1. Pyramidovy diagram
Pyramidové diagramy, zkracemygramy, se pouZzivaji pro kratké sekvence. Pro

sekvenciS o délce N vznikne dvojrozrarny obraz, kdeSa vSechny ,pesné maxima
opakovani' (exact maximal repeat = EMR), jsou nexogOsex nalezi faktolk a osey faktor

I. Mapovani se pak provadi podle definicéy nukleotid zSje na soiadnici (/k, 0); EMR o
velikosti m odpovida intervaluifk, (i+m)/k) nai-té pozici vS Nad hledanou EMR m se
vytvori pyramida (rovnoramenny trojuhelnik) o vySée/l. 6 nabyvd hodnoty +1 pro
normalni vlakno a -1 pro opaé, komplementarni viakno. [16]

Pro odliSeni jednotlivych EMR se poZivajizné barvy. Shodné EMR maji stejnou
barvu a to i v obou vldknech, to je v normalnimkomplementarnim. Cely diagram je vzdy
symetricky podle osyx. Velikost kazdé pyramidy je dana mnozstvim vyskEWMR
v sekvenciSa vrchol pyramidy je umigh nad sted dané EMR. [16]

Piiklad pygramu pro kratkou genomickou sekvenci ve ruva 5'-
TTCGTCACGTCACGTCATT-3' je na obrazku nize (Obrazék). Nahde je klasicky
pygram a pod nim s logaritmickou ospU16]
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Obrazek 20: Ukazka pyramidového diagramu pro kratkas DNA sekvenci. [16]

2.4.5.2. Spektrum like reprezentace
Zakladni spektrum like reprezentace je grafické@sligni sekvence do plochy. Osa
x nese informaci o gadi dané baze v sekvenci a hodnoja dana druhem baze — pro G je 1,
pro C je 2, pro A je 3 a pro T je 4. Pro danou pogidanym nukleotidem se zakresli bod.
VSechny body jsou pak spojenkikou. [17]

Priklad takové reprezentace je na obrazku nize (@kraia). Je zde zobrazen prvni
exon genu pro lidsk@-globin. [13]

T 44 4 + 9
A 3 *
C 2
G 14
1 11 21 31 41 51 61 71 81 91

Pozice v sekvenci

Obrazek 21: Like reprezentace sekvence. [13]
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DalSi spektrum like jeiepaiet z 2D zobrazeni sekvence pomoci chaos game.nle da
¢tverec s vrcholy A(-1, -1), T(-1, 1), G(1, 1), Cf1) a paatkem iteraci ve sductverce (v
boc (0, 0)). Po vykresleni sekvence &werce pomoci bad se postuphmeti vzdalenosti na
osex k jednotlivym bodm a ty jsou pak pouzity jako hodnogypro vykresleni like spektra.
Pod timto textem je like spektrum sekvence pro prexon genu lidskéh@-globinu
vykreslené pomoci popsaného postupu (Obrazek 22)13]

1
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Sekvence

Obréazek 22: Like spektrum sekvence pepattené pres chaos gamétverec. [13]

2.4.5.3. Reprezentace podle S. Yau
Jde o dalsi metodu, ktera sekventevyede do plochy. Metoda nese jméno sveho
objevitele S. S. T. Yaua. ®pje pouzit soiadny systénxy, ve kterém jsou nadefinovany
jednotkové vektory pra@tyti nukleotidy ve smrech + 30° a + 60° od kladn#sti osyx.
Patatek iteraci je oft v bocE (0; 0) a posloupnost bazicuje posun peateiniho pro dalsi
iteraci. Vektory pro jednotlivé baze jsou rozepséaiie. [18]
A: (l; —E)

2 2

:(533)

Kiivka podle Yaua pro prvni exon genu lidsképalobinu je na obrazku nize
(Obrazek 23). [13]
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Obréazek 23: Yauova Kivka pro Usek DNA sekvence. [13]
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3.Sestaveny program

Vytvoieny program jiz zde byl &kolikrat zmirén. Nese ndzewsenomeFCGRa je
navrzen i s uzivatelskym rozhranim (GUI) pomoifatlabu verze 7.10.0 (R2010a)
s bioinformatickym toolboxem, ze kterého je pouhitakcegetgenbankro na&itani sekvenci
z NCBI databaze. Na patku této kapitoly bude prograntguistaven, dale budou rozebrany
jeho funkce a nakonec budgegloZeno skolik vysledki, které byly pomoci & ziskany. Na
konci kapitoly budou doplmy zjiS&né nedostatky a dopafeni pro lepséinnost programu.

3.1. Program

Po spusdini programuGenomeFCGRse objevi windowsovské okno (Obrazek 24).
VétSinu plochy okna zabiragtyii bilé plochy, kde se budou zobrazovat Sfamé sekvence,
anebo kde se bude zobrazovat jakakoli akce s obrbizyhornich dvou ploSek jsou
piednastaveny vrcholy, které Ize &mit (viz 3.2.1. Zn¥na velikosti obrazu). iitddefinovana
velikost obrazu sptené metodou FCGR (vice viz 2.4.4. FrekiinCGR) je nastavena na
128 x 128 pixel a Ize ji také zmnit (viz 3.2.2. Znéna pdadi vrcholi ¢tverce). Vpravo dole
se na Sedém podkkadzobrazuje prav vykonavajici akce, nebo rada napowda pro
uzivatele.

Na hlavnimiadku Ize vidt tii akeni tlatitka. Pod tlaitkem Zmenit jsou moznosti
zmenit velikost a zmnit poradi vrchob. Tlagitko Akce bude podrokin rozebrano
v nasledujici kapitole (3.2. Funkce programu). €dsi tl&itko meni barevnou Skélu
vykreslovanych FCGR obrazoro lepSi vnimani rozdil Barevna paletana v sob nekolik
piedvolenych barevnych palet, které jsou standanrdruzity v Matlabu. Mezi fedvolené
palety paii paletgjet, ktera ma 0 reprezentovanou modrou barvou@esmk 1 gechazi pes
zelenou, Zlutou az pgervenou. Druhda vyuzita je paletat, ozn&ena jakoTepla ktera ma 0
tmaw ¢ervenou, pak postuprswtla do oranzové az zluté a 1deste bila. DalSi v ptadi je
paletacool, ozn&ena jakoStudena kde je 0 zelenomodra, pokrge pes modrou az do
fialové (1). Redposledni barevna paletagetumn ozn&ené jakoPodzimnj kde je O tma¥
¢ervena a fechazi pes oranzovou do Zluté (1). Posledni poloZzka vratinu do Sedotonové,
to je ta, ve které standardpatita cely progranGenomeFCGR
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Obréazek 24: Uvodni obrazovka programuGenomeFCGR. [GenomeFCGR]

Program obsahuje i jakousi nagdu, kdy uz pi najeti mySi na danou polozku se
vpravo dole objevi popis, co tato polozka umge. Slouzi pro lepsi orientaci v programu a
pochopeni funkce, ktera je pod danou poloZzkou akfypo¥da tady nebude nijak popséana.
Jest je poteba poznamenat, Ze program byl programovan nackédtiavesnici, a tak je zde
potlaena diakritika.

3.2. Funkce programu

Zde budou postugirrozebrany vSechny moznosti progra@enomeFCGR

3.2.1. Zmeéna velikosti obrazu

Zmena velikosti obrazu je soasti polozkyZmenit Po kliknuti naZmenitse objevi
dvé volby a po vybrani polozkyelikost obrazuse vpravo nahie v okré objevi editovaci
okno s tl&itkem Zmen velikostVlevo dole se napis zmil na nasledujiciZadej novou
velikost strany ctvercoveho obrazu v axelech. Paiveelikost byla 128 pixellProgranteka
celatiselnou hodnotu @idu pixeli na stranuétvercového obrazu. Program asge, zda
zadané znaky jsotisla. O uspsSnosti nebo neugpnosti zndny velikosti program informuje
textem vpravo dole. V3e, co zde bylo popsano,d&tvia dalSim obrazku (Obrazek 25).
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i
Zadej novou velikost strany ctvercoveho ohrazu
v pixelech. Puvodni velikost byla 128 pixelu.

Obrazek 25: Okno programu GenomeFCGR p¥i zméné velikosti obrazu. [GenomeFCGR]

3.2.2. Zména poradi vrcholi ¢tverce

Opet je to sodasti polozkyZmenit Po zvoleni moZnostPolohu vrcholuse okno
podob& oknu pro zému velikosti obrazu, jen s rozdilnym textem dafexdej nove poradi
vrcholu podle cisel. Puvodni posloupnost vrchollab$ACT. Cisla se zobrazi u levé horni
bilé plochy (Obrazek 26). Programébpacka na zadanityr znaki vrcholi, owfi, zda jde o
velké znaky A, C, G, nebo T, a spréwavolenou zminu odsouhlasi.
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|

Obrazek 26: Okno programu GenomeFCGR p¥i zméné poradi vrcholi. [GenomeFCGR]

3.2.3. Tlacitko akce

Tlacitko Akce umoziuje hlavni praci s programem. Obsahujkalik podseznar,
které pati k dané polozce nad ni. Prvni nabidka po jehd&usiis pouze dvoupoloZzkova. Zde
si uzivatel vybere, zda chce obraz sekvenceiitgip nebo jiz existujici obraz &iat do
programu. VolbaNacti obraz sekvenge jasna a dava na Wt zda naist existujici obraz do
horniho levého nebo pravého bilého pole. Po zvalemistni opst vyskai editovaci pole a
tlacitko s textemNacti. Je pateba zadat cely nazev ¢hého obrazu sekvence i Sgonou.
V textu dole je povel, ktery také popisuje spratwar ndzvu pro ndeni obrazu.

Volba Zvol zpusob vypoctie nejrozsahlejSi v programu a shrnuje véspbpsané
metody z kap. 2.4. Popis DNA sekvenciegevsim CGR (2.4.1. Chaos game reprezentace
sekvence), FCGR (2.4.4. Frek¢en CGR) a zpracovani BCM (2.4.3. Box counting mdjho
Za touto volbou (cela volbakce-> Zvol zpusob vypoctye umiséna volba metody, kteréa je
opét dvoji —-CGRneboFCGR

P volbé spateni sekvence se program rigy@ podiva do slozky, zda sekvenci uz
nekdy pouzil, a zda je uloZenamwat-filu. Pokud program nenajde hledany soubor, pokusi se
piipojit na internet a zkusi stdhnout hledanou sekivenetejné databdze NCBI pomoci
funkce z bioinformatického toolboxgetgenbankProgram stahuje pouze sekvenci. Po stazeni
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se sekvence sama ulozi dwt-filu pro dalSi pouziti, urychleni dalSich vypb a prace se
sekvenci.

Program pro fehlednost vypisuje nad kazdy &gt ¢tverai, co je v #m zobrazeno.
Pro popis sekvenci uziva lokusy, coz jsou jednazhaentifikovatelné kody, podle kterych
Ize na strankach NCBI dohledat informace o daneesel. Nekteré sekvence, se kterymi zde
autor pracuje, mohly byt podrobeny &my nebo modifikaci od doby, kdy byly poprvé
stazeny.

Metoda CGR ma v sob opit volbu mista péitdni (vpravo nebo vlevo) a navic
obsahuje volbu zvyraZni tripletu (viz kap. 2.4.2. Dopady tripletu), kdezobrazi misto, kam
dopadaji body s pt#bnou kombinaciit po sol jdoucich znak pro kdédovani dané
aminokyseliny. Nkteré sekvence jsou ztr& dlouhé a vypdet mize zabrat nemalyasovy
Usek, a proto jeip vypottu obrazu zobrazen {eh vpravo dole pomoci textu a procent
vypostu. Udaj pomaha nejen odhadneass potebny pro vypoet obrazu sekvence, ale také
ma zobrazovat furdnost programu. V fibéhu vypditu jsou navic ukladany hodnokyay
souadnic pro jednotlivé vypttené body a to z tohoidodu, Ze je pouzita funkqgaot, ktera
umoziuje do sebe dale dokreslovat, ale mazat uz ne. d3tkrani je vyuZzito i volbé
libovolného tripletu. Pro smazani zvyrémh se musi cely obraz smazat a vSechny body
optovre vykreslit docisté bilé plochy. Toto znovu vykresleni bohuzelerabskoro stejny
¢as, jako pedchazejici vypeet, takze zadnou velkatasovou Usporu tato posledni polozka
mezi triplety neposkytuje (cela cestakce-> Zvol zpusob vypocte> CGR -> Zvyrazneni
tripletu -> Zrus zvyraznehi Také pi opétovném vykreslovani je vpravo dole textem
vypisovan piéib¢h pro lepSi odhadasu, ktery proces zabere. Nabidka za volB@&R je na
Obrazek 27.
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Obréazek 27: ProgramGenomeF CGR — volba vypdtu CGR. [GenomeFCGR]

Metoda FCGR nabidne oft mozZnost vykreslit obraz vlevo nebo vpravo, dadk p
porovnéni dvou obraizFCGR, zobrazeni histogra@mprahovani, Uprava dynamiky obrazu,
BCM zpracovani obrazu a vypet markovovych koeficiefit Nabidka za volbo&CGRje na
Obréazek 28.
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Obréazek 28: ProgramGenomeF CGR — volba vypdtu FCGR. [GenomeFCGR]

Vypocet metodou FCGR byl popsan v kap. 2.4.4. FrekwerCGR a uzivatel si
vybere misto vyp&tu (levy horni nebo pravy horni bilstverec). Porovnani dvou obfaz
FCGR pod poloZzkodPorvnani rozdilu obrazycelad cestaAkce-> Zvol zpusob vypocte>
FCGR -> Porovnani rozdilu obrazuzobrazi rozdil dvou obréz V podnabidce je moznost
vybéru, kdy mize byt odéten pravy obraz od leveho a vysledek je pak zolorake/o dole,
nebo naopak levy od pravého a vysledek pak budavepidole. Pro objagni celé situace je
pouzito dvou sekvenci z databaze NCBI — prvni (v&2bk 29 nah@ vievo) je lidsky gen
FGFR2, nese oztani lokusem AH010989 a ma délku 25 008 bp. A drish®brazek 29
nahde vpravo) je Homo sapiens ATPase, Cu++ transporting, alpha peptgle (ATP7A) on
chromosome X dana lokusem NG_013224 a délkou 139 699 bp. mod jsou zobrazeny
pati¢né rozdily (Obrazek 29). Obrazy maiji velikost 644xpixeli.
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Obréazek 29: ProgramGenomeFCGR — vykresleni rozdilu obrazi dvou sekvenci vykreslenych metodou FCGR.
[GenomeFCGR, Matlab]

Dalsi volbou pi vybéru metody FCGR je mozZnost zobrazeni histograiorazi (cela
cesta:Akce-> Zvol zpusob vypocter FCGR -> Histogram obrazy Je zde oft volba, ktera
umozni vypdgitat histogram pouze pro levy nebo pro pravy obm@m vypdet obou
histograni musi uZivatel vybrat tuto volbu opakova®brazek nize (Obrazek 30) zobrazuje
program GenomeFCGR po vyfieni sekvenci AH010989 a NG_013224 metodou FCGR o
velikosti stranyétvercového obrazu 64 pixel(popis sekvenci je nad Obrazek 29), a po
zobrazeni jejich histograim
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Obrazek 30: ProgramGenomeF CGR — vykresleni histogrami obrazia dvou sekvenci vykreslenych metodou FCGR.
[GenomeFCGR, Matlab]

Prahovani je dalSi volba v nabidce (cela cestae-> Zvol zpusob vypoctr FCGR-
> Prahovan). Prahovani je v programu GenomeFCGR dvoji — &k#sis jednou hodnotou
(oznaeno jakoJednoduchg nebo prahovani pomoci okna (o&eao jakoOkng. P obou
volbach vykresli program histogram obrazu vzdy peddy existujici obraz sekvence, to
znamena, ze Vvifpact jednoho obrazu zobrazi podj tistogram, u dvou obrézzobrazi oba
histogramy, a vipad Zadného obrazu bude uzivatel upozarma nutnost nefive naist
nebo spoitat obraz sekvence. Pak uzivatél gdnoduchém prahovani zvoli kliknutim na
levé tlaitko mysi do libovolného histogramu obrazu praterktuci, Ze hodnoty s tmavsi
barvou nez ma prah (mensSi hodnota nez prahovauhiginé a body sitlejSi (&tSi hodnota)
budou bilé. Hodnota prahu se vypiSe textem vprade d nad naprahovanym obrazem se
objevi nadpis Naprahovany obraz nahorePti volbé okna uzivatel vybere @pkliknutim na
levé tlaitko mysi v histogramu obrazu dva body. Situacey, pd/ni kliknuti bude mit nizsi
hodnotu (bude blize nule nelderné) nez druhé kliknuti, zobrazitey z obrazu, kde body
S nizSi hodnotou nez je prvni klinuti budéerné, body s vysSi hodnotou nez druhé kliknuti
budou bilé a body mezi kliknutimi budou roztaZzemwyaglého rozsahu meéernou a bilou
(zmeéni se odstin stugnSedi — viz Obrazek 31). Viipadt obraceného padi kliknuti dojde
nejdiive k inverzi obrazu, coz znamena, Ze bilé bodyhddrné aterné budou bilé, a zbytek
postupu pi zobrazeni okna bude stejny. Zvolené prahy seSoypv textu vpravo dole.
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Obrazek 31: ProgramGenomeFCGR — prahovani oknem dvou obraa sekvenci vykreslenych metodou FCGR.
[GenomeFCGR, Matlab]

Nasleduje polozka Uprava dynamiky (cela cestkce -> Zvol zpusob vypoctu>
FCGR-> Uprava dynamiky Cela tato volba je gena pouze ke zlepSeni viemu nevyrazného
obrazu sekvence zejméns gelSich sekvencich (nad milion bp) nekio yykresleni ¥tSiho
obrazu (nad velikosti 256 x 256 pixl Pri vétsi velikosti obrazu se zvySuje et swtlych a
bilych pixeli (viz Obrazek 18). Polozka Uprava dynamiky obsakity# operace — negativ,
logaritmus, zvyrazéni spodni poloviny histogramu a zvyr&nin horni poloviny histogramu.
Pro porovnéani jednotlivych Uprav bude pouzita jadsekvence a to AH010989. Na obrazku
dale (Obrazek 32) je vlevo dole zobrazen negatiraznb sekvence, coz je vlastpouze
aplikace vztahu pro vysledny obraz, ktery je royedné minus odstinu Sedi vmpdnim
obraze (vystup = 1 — vstup), a vpravo dole je ligackd expanze obrazu (vystup =
log10(vstup)).
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Obrazek 32: ProgramGenomeFCGR — metoda FCGR — Uprava dynamiky. Vlevo dole negatia vpravo dole
logaritmicka expanze. [GenomeFCGR, Matlab]

DalSi dv¥ volby v Upra¥¢ dynamiky jsou pednastavené prahyigorahovani pomoci
okna. Ri zvyrazréni spodnicasti histogramu se hodnoty nad 0,5 (50 % Set&)govi na bilo
a rozsah 0 — 0,5 se roztahne na 0 — 1 (na celah@esna az bild). Dojde vlastrk potlateni
mist v obraze, kde je maly nebo Zadnygiocdopad. Fi zvyrazréni hornicasti histogramu
dojde k potldgeni mist, kde je hodndopad: (do 0,5), ale po roztazeni (0,5—-1->0— 1) jsou
viditelna mista, kde jeStn¢jaky dopad byl a § prvnim zobrazeni byl zanedban. Mista bez
dopadu nstanou stale bil4. VSe ukazuje obrazek nize (Okrd3g Vlevo dole je vidt, Ze
body do hodnoty 0,5 jsou pouze dva. Toto vykresikrstane smyslipvétsi velikosti obrazu
(zde stale jen 64 x 64 pixgl Kazda zmina dynamiky je nelinearni a slouzi jen k lepSimu
viemu obrazu sekvence. Pro samotny wghosmysl nema. Pokud by secfialo s takto
upravenym obrazem sekvence, zaneslo by to¢mma chybu do vypsiu jejiho
multifraktalniho koeficientu.
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Obréazek 33: ProgramGenomeFCGR — metoda FCGR — Uprava dynamiky. Vlevo dole zlepga dynamika dolni
poloviny histogramu a vpravo dole zlepSena dynamik&orni poloviny histogramu. [GenomeFCGR, Matlab]

Predposledni poloZzkou ve vypim pomoci metody FCGR je zpracovani obrazu
metodou BCM popsané v kap. 2.4.3. Box counting oegktffato metoda dava smysl celému
programu. Vypoétem z obrazu se dostane hodnota multifraktalnihefigentu, na jehoz
zékladt Ize numericky srovnat dvsekvence.Ciselné hodnoty protzné sekvence jsou
shrnuty v nasledujici kapitole (3.3. Ziskané vyslgdlObrazek nize ukazuje program po
vypcctu koeficientu metodou BCM (Obrazek 34) pro sekveAti010989. Hledany
multifraktalni koeficient je vypsan nad zobrazenyysledkem BCM.
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Obrazek 34: ProgramGenomeFCGR — metoda FCGR — vypéet multifraktalniho koeficientu metodou BCM.
[GenomeFCGR, Matlab]

Posledni poloZzka slouZi pro vyfe Markovovych koeficierit které Ize vyuZit pro
simulaci a naslednér@dpovidani chovani sekvence. Vyfné koeficienty se vypiSi do
Command Window Matlabu a v Bhu programu se zobrazi obraz koeficiefako obraz
FCGR o velikosti 8 x 8 pixél [11]

3.3.  Ziskané vysledky
V této kapitole bude nejive owrena platnost sgitanych obraé sekvenci a nasledn
pak budou spteny vybrané sekvence. Na konci kapitoly budou dgd#py na vylepSeni
¢innosti programu.

3.3.1. Ovéreni spravnosti prevodu sekvence

Oweieni spravnosti bude provedeno pohledovym porovnadirou obraa téze
sekvence vykreslenych metodou FCGR (vice viz kap.42 Frekvetini CGR), kde jako
srovnavaci obraz byl nalezen obraz ve zdroji [1€]pouzita sekvence ,Escherichie coli str.
K-12 substr. MG1655 chromosomu, kompletni genomidekvence', nesouci lokus
NC 000913 a majici délku 4 639 675 bp. Porovnarazi je pod textem. Vlevo je obrazek
sekvence ze zdroje [10] (Obrazek 35) a vedle jézdk spsten programentGenomeFCGR
(velikost 8 x 8 pixeal, vyiez z okna programu, Obrazek 36). Program se migsiaptavit
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podle vzorového obrazu, to znamena, ze je nutnmitrelikost p@itaného obrazu na 8 x 8
pixela (viz kap. 3.2.1. Zmna velikosti obrazu) a je nutno upravit polohu vidéhma
posloupnost CGAT (viz kap. 3.2.2. Zma pdadi vrchot ¢tverce).

C G
FCGR sekvence NC_0009135,
C B
Genonel HC_0808913 A U
A Word length: 3 T  Obrazek 36: Obraz sekvence E. coli spocitany prograem

, . GenomeF CGR. Vyiez z okna programu. [GenomeFCGR]
Obrazek 35: Obraz sekvence E. coli. [10]

Z porovnani obrazkvyse je patrné, ze prograBenomeFCGRIava stejny obraz pro
sekvenci E. coli jako ve zdroji [10]. Lze tedy twrdie program vykresluje metodu FCGR
spravig, nebo shodhjako program ve zdroji [10].

3.3.2. Vybrané sekvence

V tabulce na dalSi stran(Tabulka 2) jsou vyptieny hodnoty multifraktalniho
koeficientu Fy pomoci BCM (viz kap. 2.4.3. Box counting methodd wybrané sekvence
z verejné databaze NCBI. Obrazy jsouc¢fiany se zakladnim nastavenim, to je s velikosti
obrazu 128 x 128 pixéla posloupnosti vrichdlGACT. VSechny spiiené obrazy i s jejich
BCM vysledky jsou na iflozeném CD. Vybrané sekvence (lokus je jednoagia
identifikator):

Sekvence 1: Citrobakterie ATCC 29220, lokus NZ_ABYZD00007, délka 274 831 bp
Sekvence 2: Lidska ATPazagdinaty p‘enasé a alfa polypeptid ATP7A, lokus NG_013224,
délka 146 699 bp

Sekvence 3: Escherichia coli, lokus NC_000913,aldlik639 675 bp

Sekvence 4: Lidsky 13. chromozdém, lokus NT_02714kall 821 999 bp

Sekvence 5: Arabidopsis thaliana chromozom 1, 164805173, délka 14 668 883 bp
Sekvence 6: Lidsky gen FGFR2, lokus AH010989, d2ik&08 bp

Sekvence 7: Lidsky gen proteinu TJP2, lokus AHOQ58&lka 26 841 bp
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Sekvence 8: Lidsky chromozom Y, lokus NT_16719%al&4 821 bp

Sekvence 9: Lidsky tumor pofiajici protein LRP1B, lokus AH011233, délka 81 398 b
Sekvence 10: Gen mySi domaci Egfr, lokus AH00994tkad56 717 bp

Sekvence 11: Protein mySi domaci Ap3bl, lokus AHB®9 délka 35 113 bp

Sekvence 12: Gen oreochromis niloticus KLR1, lok&13711, délka 170 520 bp
Sekvence 13: Lidsky preprokolagen alfa COL5A2, mkiH011142, délka 103 859 bp

Tabulka 2: Vybrané sekvence z NCBI. [Sp&tano v GenomeFCGR]

Cislo sekvence Lokus sekvence Fx (vystup BCM)
1 NZ_ABWL02000007 0,98349
2 NG_013224 0,99028
3 NC_000913 0,97987
4 NT_027140 0,97916
5 AE005173 0,99120
6 AH010989 0,96908
7 AH005861 0,96481
8 NT_167199 1,03060
9 AH011233 0,99406
10 AH009944 0,97792
11 AH009888 0,97922
12 AH013711 0,96946
13 AH011142 0,97858

Pt pohledu na hodnoty multifraktalnich koeficiéngii stejném nastaveni vyptu pro
raizné sekvence jsouzné. Lze jej z tohoto pohledu pouzit jako kvalifixéa na jeho zaklad
Ize sekvence srovnavat.

DalSi zpracovavané sekvence jsou sekvence celgiskylth chromozdih Z davoda
dlouhych sekvenci byly obrazy sfteny na Skolnim serveru s pomoci vzdalenéfistypu. Je
potreba mit dostat@mou velikost pargti RAM (na Skolnim serveru bylo k dispozici az 1BG
RAM panti). Sekvence nejdouiimo naist do programu pra&vkvali své velikosti, tak byly
staZzeny ran¢ polozkou v NCBIsend to filea uloZzeny ve tvargenbank Nasledné zpracovani
bylo provedeno skriptemapravasekvenci.pkterd ma v sabpouZzitou funkciprevodnaobraz
kterd sekvenciigvede na obraz. Ve skriptu je fedia natvrtémiadku zadat lokus sekvence,
dojde k jejimu otekeni ze tvaru struktury giponou.gb a na&teni sekvence do soubomat
Nasledr se vypdtou dva obrazy pomociide zmirgné funkce s velikosti 512 x 512 pixed
1024 x 1024 pixel. Skript i funkce jsou iiloZzeny na CD. MenSi obrazy nebylydit@ny, tak
v obrazcich neni informace d@&bviditelna. Tyto velikosti byly zvoleny vzhledemdilkam
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sekvenci a zivoda predpokladu, Ze i vétSim obrazu bude mérzaokrouhlovacich chyb.
Budou zde porovnany multifraktalni koeficienty wishosti na velikosti obrazu (Tabulka 3).

Tabulka 3: Zpracovani celych lidskych chromozéni. [Vysledky z GenomeFCGR]

Cislo chromozomu Lokus sekvence Fk (512x512) Fx (1024x1024)
1 CM000462 1,0497 0,99538
2 CMO000463 1,0696 0,99066
3 CMO000464 1,0696 0,99076
4 CMO000465 1,0747 0,98727
5 CMO000466 1,0724 0,98928
6 CMO000467 1,0679 0,99067
7 CMO000468 1,0516 0,99457
8 CMO000469 1,0703 0,98942
9 CMO000470 1,0563 0,99422

10 CM000471 1,0566 0,99375
11 CM000472 1,0722 0,98987
12 CM000473 1,0457 0,99581
13 CM000474 1,0733 0,98760
14 CM000475 1,0548 0,99440
15 CM000476 1,0396 0,99735
16 CM000477 1,0064 1,00100
17 CM000478 0,9730 1,00308
18 CM000479 1,0732 0,98762
19 CM000480 0,9663 1,00441
20 CM000481 1,0413 0,99616
21 CM000482 1,0602 0,99156
22 CM000483 0,9882 1,00141
X CM000484 1,0793 0,98647
Y CM000485 1,0784 0,98445

Tabulka 3 srovnava multifraktélni koeficienty pexdpotlivé chromozomy a pro é&v
spaitané velikosti. Vyjiména shoda u druhého getiho chromozému je nahodna —&ma
muze byt na dalSim desetinném myjdtteré zde neni zobrazeno. DalSi moznost shody nebo
blizké hodnoty miZe nastat podobnosti samotnych chromak§riz kap. O.

Bézny popis DNA sekvenci, nebo také genomickych se&ivese ¥tSinou dje podle
délky sekvence, podle chromozomu, ze kterého Biaence ziskana, nebo podle druhu, ze
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ktereho sekvence pochazi. DalSi popis sekvence bomkbran v kap. 2.4. Popis DNA
sekvenci.

Chromozom). Ogt by se dal multifraktalni koeficient pouzit jakoakiikator.

DalSi tabulka (Tabulka 4) zkouma celkovou zavisloeatvelikosti pro d¥ vybrané
sekvence. Pouzité sekvence budou sekvence 2 apE2mp®d na p@tku kap. 3.3.2. Vybrané
sekvence. PoloZzka 128 ma za sebou v zavorce naptandard, ktery ozdmje vychozi
nastaveni program@enomeFCGR

Tabulka 4: Vliv velikosti obrazu na velikost multifr aktalniho koeficientu. [GenomeFCGR]

Velikost strany obrazu NG_013224 AHO013711
32 1,06698 1,08914
64 1,02611 1,02700
128 (standard) 0,99028 0,96946
256 0,97326 0,96830
512 0,96491 0,97028

Opet je jasné viditelné, Ze pro vytkeni systému pro klasifikaci sekvenci je ipbta
piesré definovat podminky vypdu. U prvni sekvence (NG_013224) by se moZna naSel
trend, se kterym koeficient klesa, ale u druhé eeke (AH013711) se jiZ trend stejny nalézt
neda. K chyb taky gispiva vypaéet jednotlivych dimenzi metodou BCM (viz kap 2.488x
counting method).

Posledni parametr, ktery ovlivni speny multifraktalni koeficient, je gadi vrcholi
popsanych okolétverce. Samaejme to zneni i vrcholy v Bhu programu. Posloupnosti jsou
uvedeny tak, jak se zadavaji do progra@enomeFCGRYV tabulce nize (Tabulka 5) je
ukazano, jak p@di vrchoti ovlivni vypatet. Ot budou pouZity d& sekvence pouzité u
piedchazejici tabulky a budou vyfteny do obrazu o velikosti 64 x 64 pixel

Tabulka 5: Vliv pofadi vrcholi na velikosti multifraktalniho koeficientu. [Genome=CGR]

Posloupnost vrchal NG_013224 AHO013711

GACT (standard) 1,02611 1,02700
CGAT 1,03907 1,01389
ACGT 1,04071 1,05222

Zde je zndna pochopitelna. Hlavniast znény nese vypeet jednotlivych dimenzi
pomoci metody BCM (viz kap 2.4.3. Box counting noeth Zde je hlavnim problémem ono
zanedbani f@sahu obrazuipnecelém nasobku velikosti strany masky ku veliksgrany
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obrazu. Jediny smysl vyny vrcholi je pro jiny viem téhoZz obrazu.¢kiteré body sice
mohou i béhu programu vlivem zaokrouhlovacich chyb padnousalasedniho pixelu, ale
to ma na vysledny multifraktalni koeficient jen zdhatelny vliv.

3.4. Navrhy na vylepSeni programu

Pfi pouzivani programu bylo nalezenakolik nedostatk, které by mohly bat
v budouci verzi napraveny.

3.4.1. Nacitani

Pri natitani sekvenci je ptba zadat cely nazev. Sika§si by bylo ukladat sekvence
do vlastni slozky,teba s nazvem sekvence. A pak v chodu programu blgatilo okno
s moznosti vyru cheéné sekvence pomoci kliknuti mysi.

Obdobr by to SlofesSit pro naitani obras sekvenci. Toto bylo zapato @i ukladani
obrazi sekvenci, kdy se ndjde ulozi lokus sekvence, nasleduje podtrzitko Kznd), pak
se ulozi velikost obrazu, nasleduje¢opodtrzitko a nakonec se zapiSefgud vrchot.
Natitani uz nebylo dotazeno do konce a vypisovat nélfev do pole je docela zdlouhavé.
Cely tento postup ukladani je proto, aby se zadaawéormace o velikosti obrazu, i kdyz by
Sla vyist z velikosti obrazu, ale hla¥no paadi vrchoti, které je dlezité pro dalSi
porovnavani obraz Opet nedotazeno do konce & pa‘teni obrazu se neaktualizuje velikost
ani paadi vrchot.

3.4.2. Prahovani

U velkych obra#, jako jsou obrazy sekvenci celych chromogopéiselre obrazy tSi
nez 512 x 512 pixél se zvySuje peet bilych nebo velmi slych bodi. Trefit se pesre
prahem do pozZzadovaného mista je dosti obtizné.zNabizadavani pratpomociciselného
zadani, neboipdvolit prah teba na $edni hodnotu Sedi v obraze, nebo jednodigaiplupu
pro zwtSeni poZzadované oblasti histogramu.

3.4.3. Pocet dopadii do tripletu

Patet dopad je sp&itan v poloZzce markovovy koeficienty. Jsou zde edhsl
pievedeny na procentualni zastoupentadem definované ploSe. &b dopad Ize jednim
fadkem dopsat ardba vypsat dadCommand WindowTyto hodnoty by pak #fimo nesly
informace o potu tripleta v sekvenci.

Druha moznost jak zjistit dopady do daného mistgjigit sodadnice, kde se triplet
nachazi, cozesi volbaZzvyrazneni tripletua naslednym vybranimoriku intervali na osex a
y Ize vybrat jen body, které spadaji do obou inténsmwasre. Je mozné to weSit dvojim
prahovanim pro kazdou osu, kdy jsou vybrany bo@dajpci do hledaného intervaliehba na
osex, a nasledd prahovanim na ose y dddt vyber z bodi, které prosly prvnim dvojim
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prahovanim. Jen profipomenuti, vypétené body metodou CGR se ukladaji do phoné
handles.cgripro levy obraz, nebbandles.cgr2pro obraz pravy. Slouzi sice primarpro
zruSeni zvyrazini tripleth a ogtovné vykresleni CGR obrazu, ale s malou Upravognamu
Ize z promdnnych speitat i patet triplet.

3.4.4. Samotny vypocet

Pri volbé dlouhé sekvence bude vyysd CGRiadow v desitkdch minut, proto by se
hodilo tlatitko pro geruseni vykreslovani a celého v¢pa U FCGR takovy problém neni —
je podstata rychlejSi. Velikost sekvence omezuje hlavrardware v podabRAM pantti.

3.4.5. Dalsi moznosti v apravé dynamiky obrazu

Velké obrazy maji histogram obrazu nevyvazen a&mhaosunut k bilé a stym
odstimim Sedi. Pro lepSi vjem by to ¢hd nadefinovat fevod v obraze, ktery by vysoky
pocet bilych a swtlych bodi snizil, a roztahl je do&Si ¢asti spektra. Pokus vykompenzovat
tuto znmeénu byl winén v podok logaritmické expanze obrazu, ktera vSak v oblastinot (O;

1) nevedla k pozadovanému efektu. LepsSi by asi bgdefinovat viastniikvku, ktera by
zvyraznila nizké hodnotyérné a tmavé; blizké 0) a zardavpotlila swtlé (bilé a sutlé;
blizké 1).

3.4.6. Uprava chodu BCM

Pro zgresréni vypaitu dimenzi a nasledn multifraktalniho koeficientu by Sla metoda
BCM upravit tak, aby fesah nezanedbavala, ale aby igsph dopléen o stedni hodnotu do
velikosti masky, a tak i necelést obrazu mohlaigpet ke své dimenzi. Nize to vést ke
zpiesreni vysledki a hlavig nezavislosti na gadi vrchot.

3.4.7. Kontrola vrcholi

P¥i zméné vrcholi je provedena kontrola zadani zfiakda jde o znaky A, C, G a T.
Jen je zapomenuté kontrola pro kontrolu, zda zadaa¥ je zadan pouze jednou, a lze tudiz
zadat vrcholy i v posloupnosti AGCA£B programu pakipvypoctu neda spravne vysledky.
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4.Zaveér

Cela prace ukazuje moznosti prace s genomickymiesademi, jejich klasifikaci a
porovnavani navzajem. Ma poukazat na vSechny probktim spojené a nutnost dohody o
nastaveni paramétpro moznost klasifikace.

Popsany prograrsenomeFCGRiytvoreny v prostedi Matlab verze 7.10.0 (R2010a)
ma ukazat moznosti prace seémha genomickymi sekvencemiyizre modifikovat jejich
obrazy a vzajemnje srovnavat. Program umafe dva zgsoby fevedeni sekvence na obraz
a to metodou CGR (vice viz kap. 2.4.1. Chaos gapeezentace sekvence a v programu pak
kap. 3.2.3. Tlaitko akce) a metodou FCGR (vice viz kap. 2.4.4.k¥ani CGR a
v programu pak kap. 3.2.3. TEitko akce). Hlavni funkce pro klasifikaci je vSakCBI
zpracovani (vice viz kap. 2.4.3. Box counting mdtlaov programu v kap. 3.2.3. €l&ko
akce), které umozni z FCGR obrazu ziskat hodnotitifralstiiniho koeficientu. Totaislo je
pak mozno pouZit Kidéni a srovnavani obrazsekvenci i sekvenci samotnych. Nechybi zde
ani barevné podkresleni pro lepSi opticky viem tdzckteré nejsou nebo jsou jen malo
viditelné v Sedotonovém zobrazeni.

Doporuwené hodnoty, nalezené uzivanim programu, pro nastavegramu, nebo pro
budouci klasifikaci jsou: velikost FCGR obrazu 684 pixefi, ujednotit nastaveni vrchiol
doporkeni autora je posloupnost GACT, kde je subjektidojem z obrazu sekvence
nejlepsSi. Pokud by se obraked zpracovanim &h prahovat, pak dopotuji prah ve stedni
hodnot odstinu Sedi v obraze. Bohuzel tato volba bylanogrouta pi tvorbé programu a je to
zmirgno v kap. 3.4.2. Prahovani, ktera spada do kap.Ne#rhy na vylepSeni programu.
V této kapitole jsou také rozebrany vSechny nalézmedostatky programu, které vyplynuly
z jeho pouZzivaniipvypoctech.
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