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Abstrakt

Tématem diplomové prace jsou metody detekce selekce v DNA sekvencich. V uvodu se popise
molekularni evoluce. Uvedeme, ¢im je zplsobena a jak se projevuje. Dale budou popsany
genové mutace a mechanismy $ifeni a fixace. Rozebereme si podrobné selekci a obecné
matematické vztahy pro selek¢ni tlak. Definujeme pozitivni, negativni a neutralni selekci. Prace
se zam&fi na vypocetni metody evoluCnich vzdalenosti synonymnich a nesynonymnich
substituci. Budou popsany tfi metody pro vypocet selekéniho tlaku — Nei-Gojobori, Li-Wu-Luo
a Comeron. Popiseme veskeré modely matematickymi vztahy. Pro statistické vyhodnoceni
jednotlivych selekci budou zavedeny statistické testy — vyuzivat se bude z-test. V praktické
¢asti budou informace o vytvoifeném softwaru, ktery ze sekvenci z vefejnych databazi ve
formatu GenBank vypocita selekéni tlak a zobrazi oblasti selekce na zéklad¢ statistického testu.
Program bude vyuzit na dva datové sety dvou riznych genovych kodu. Jejich vysledky budou
porovnavany. Zhodnotime vSechny tfi metody vypoctu selekéniho tlaku a vlivu vstupnich
parametrd.

Klicova slova

Mutace, ptirodni vybér, selekce, selekéni tlak, Ka/Ks pomér, Nei-Gojobori, Li-Wu-Luo,

Comeron, synonymni substituce, nesynonymni substituce

Abstract

The topic of semestral thesis is methods to detect selection in DNA sequences. In the begining
of the thesis we will describe molecular evolution. It will be written what made the evolution
and how the evolution is shown. Moreover there are gen mutations and mechanisms of diffuse
and fixation. It will be defined what pozitive, negative and neutral selection is. The thesis is
focused on evolution distance of synonymous and nonsynonymous substitution. There will be
described three methods — Nei-Gojobori, Li-Wu-Luo and Comeron. All these methods will be
described with mathematic formulas. There will be statistic test to decide what kind of selection
ti is — there will be used z-test. In the practical part, there will be information about developed
software what counts selection pressure from sequences from databazes in format GenBank and
it shows parts where selection is. The software will be used for two data sets with two different
genetic codes. The result will be discussed. We will discuss results of all three methods of
selection pressure and influence of input parametrs.
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Uvod

Diplomova prace se bude zabyvat metodami detekce selekce v DNA sekvencich. Selekce,
respektive ptirodni vybér je jedna z podstatnych informaci v evoluci.

V ramci prace prvné shrneme molekularni evoluci, ¢im je zptisobena a jak se projevuje. Obecné
popiseme strukturu genu, ptiblizime problematiku proteosyntézy, ktera je v praci vyuzivana na
zajisténi vysledkl syntetizovanych aminokyselin, a je piipojen i podrobny rozbor jednotlivych
genetickych kodi, dle kterych dochazi k prekladu nukleotidii na aminokyseliny. Jsou popsané
rozdily mezi jednotlivymi kdédy a pro jakou skupinu sekvenci se ktery pouziva. PopiSou se
genové mutace — druhy substituci a posunovych mutaci, a jejich mechanismy S§ifeni a fixace.
Zakladem pro dalsi pochopeni jsou informace ohledné synonymnich a nesynonymnich mutaci.
Vysvétli se pojem ORF (open reading frame).

Obecny vyznam selekce bude rozebran v jedné z kapitol. Pfiblizime si pfirodni vybeér,
geneticky drift a neposledni fadé¢ samotny selekéni tlak, ktery bude popsan dopodrobna.
Kapitola bude obsahovat matematické vztahy, které¢ budou vysvétleny a rozebrany. Ve bude

popsano ve vztahu s fixaci ¢i eliminaci mutaci.

Dale se v praci zaméfime na vypocetni modely samotného selekéniho tlaku. Pro jejich
matematicky zaklad budou popsany vypocty evolucnich vzdalenosti, respektive modely Jukes-
Cantor a Kimura. Po tvodu této ¢asti se budou podrobné&ji popisovat samotné metody pro
vypoCet selekéniho tlaku aproximované zminénymi modely pro evolu¢ni vzdalenosti.
Rozeberou se metody Nei-Gojobori, Li-Wu-Luo a Comeron. Budou popsany celé matematické
algoritmy vypoctu téchto metod a ptidany jednoduché ptiklady pro lepsi pochopeni.

Pro presnéj$i rozfazeni selekce budou zminény dva statistické testy, kterymi Ize urcit pozitivni,
negativni ¢i neutralni selekci. Podrobné&ji bude popsan Z-test, ke kterému budou veskeré vzorce
JiZ zminény u metod vypoctu selekéniho tlaku. Zminime se 1 o Fischerové exaktnim testu, ktery

ale neni v této praci pouZit.

Na zéklad¢ vSech téchto poznatki bude ptfedstaven software pro analyzu sekvenci, ktery je
vytvofeny v programovém prostfedi MATLAB®. PfibliZi se jeho programové prostiedi, zptisob

provedeni analyzy.

Pted diskuzi vysledki budou popsany datové sety, kterd byly analyzovany. Nésledné budou
pfedstaveny a diskutovany vysledky analyzy jiz popsanymi metodami, které budou

porovnavany.



1. Molekularni evoluce

V ramci molekularni evoluce se snazime zjistit pavod a zmény v DNA
(deoxyribonukleova kyselina) kazdého genu. Hlavné zkoumdme mechanismy, kterymi se

nukleotidové sekvence genli méni v zavislosti na Case a jejich produkty, predevsim proteiny

[1].

1.1. Struktura gent

Zakladem evolu¢niho procesu je DNA a jeji zmény, mutace v priabéhu casu. DNA se
sklada ze tii stavebnich ¢asti — fosfat, cukru 2-deoxy-D-ribdzy a jeden ze ¢tyt dusikatych bazi.
Rozlisujeme derivaty purinu, Adenin a Guanin, a derivaty pyrimidinu, Cytosin a Tymin. Dale
baze délime na zdklad€é parovani mezi sebou dle poctu vodikovych mustki, 2 mustky poji
Adenin a Tymin a 3 mustky se nachazi mezi Cytosinem a Guaninem. Pro ptepis z DNA na
sekvenci aminokyselin je dulezité vzpomenout dalsi komponent — RNA (ribonukleova
kyselina). Oproti DNA se sklada z cukru D-ribozy a také z dusikatych bazi, s vyjimkou
Tyminu, ktery je u RNA zaménén za Uracil [2], [3].

1.2. Proteosyntéza
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Obrazek 1: Néakres proteosyntézy, [5]

Geny rozliSujeme na skupinu protein-kodujici a RNA-kodujici. Pro evoluci jsou dilezité
geny kodujici proteiny. Na DNA vlaknu ur¢ujeme ¢asti oznacujici za exony a introny. Exon je
oblast DNA kédu, ktery je prvotné ptekddovan, transkripci, na mRNA, medidtorovou RNA, a
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nasledn¢ piepsdn kod v RNA do sekvenci aminokyselin proteini. Tento proces se nazyva
translace — viz Obrazek 1 [5].

1.3. Genetické kody

Standardni geneticky kod je univerzélni pro prokaryotické i eukaryotické bunky. Ze Ctyt
nukleotidi (adeninu, cytosinu, guaninu a uracilu U RNA, resp. tyminu u DNA) lze vytvofit
kombinaci az 64 kodonti (4% = 64). Samotnych aminokyselin se koduje 20 a dale rozeznavame
termina¢ni kodony, takzvané ,stop kodony*“ — kombinace nukleotidi TAA, TAG, TGA.
Specialni oznaceni nese i kodon ATG, ktery je oznaCovan za iniciacni triplet. Jelikoz
aminokyselin neni takové mnozstvi jako kombinaci nukleotidt, koduje vice kodond stejnou
aminokyselinu — viz Tabulka 1[2], [5].

Tabulka 1: seznam aminokyselin dle standardniho kodu DNA a jejich kodujicich kodontl, [2]

Kodén| Aminokys. [ZK. Kodén| Aminokys. |Zk. Kodén| Aminokys. |ZK. Kodén| Aminokys. [ZKk.
TTT| Fenylalanin [Phe (F) TCT Serin Ser (S) TAT Tyrosin Tyr (Y) TGT Cystein Cys (C)
TTC| Fenylalanin |Phe (F) TCC Serin Ser (S) TAC Tyrosin Tyr (Y) TGC Cystein Cys (C)
TTA Leucin Leu (L) TCA Serin Ser (S) TAA| Terminaéni |* TGA| Terminaéni |*

TTG Leucin Leu (L) TCG Serin Ser (S) TAG| Terminaéni |* TGG| Tryptofan |Trp (W)
CTT Leucin Leu (L) CCT Prolin Pro (P) CAT Histidin His (H) CGT Arginin Arg (R)
CTC Leucin Leu (L) CCC Prolin Pro (P) CAC Histidin His (H) CGC Arginin Arg (R)
CTA Leucin Leu (L) CCA Prolin Pro (P) CAA Glutamin GIn (Q) CGA Arginin Arg (R)
CTG Leucin Leu (L) CCG Prolin Pro (P) CAG Glutamin GIn (Q) CGG Arginin Arg (R)
ATT Isoleucin 1le (1) ACT Threonin Thr (T) AAT | Kys. asparagova [Asn (N) AGT Serin Ser (S)

ATC Isoleucin lle (1) ACC Threonin Thr (T) AAC| Kys. asparagova [Asn (N) AGC Serin Ser (S)

ATA Isoleucin lle (1) ACA Threonin Thr (T) AAA Lysin Lys (K) AGA Arginin Arg(R)
ATG M ethionin Met (M), ACG Threonin Thr (T) AAG Lysin Lys (K) AGG Arginin Arg (R)
GTT Valin Val (V) GCT Alanin Ala (A) GAT Asparagin Asp (D) GGT Glycin Gly (G)
GTC Valin Val (V) GCC Alanin Ala (A) GAC| Asparagin  [Asp (D) GGC Glycin Gly (G)
GTA Valin Val (V) GCA Alanin Ala (A) GAA| Kys. glutamova [Glu (E) GGA Glycin Gly (G)
GTG Valin Val (V) GCG Alanin Ala (A) GAG]| Kys. glutamova [Glu (E) GGG Glycin Gly (G)

Mimo standardni geneticky koéd rozliSujeme dalSich 18 typi koéda s rliznymi odliSnostmi
Vv pfepisu genetického kodu na aminokyselinovy zépis. Jedna se o translaci u jinych typi
organismu ¢i jiného typu DNA — nejcastéji pii zdrojovém genetickém kodu z mitochondrii.



K rozdilnému picekladu z genetického kodu do aminokyselin dochdzi u mitochondrialniho
genetického kodu obratlovett — viz Tabulka 2. Dale se pii tomto genetickém kodu zjistili
alternativni inicializa¢ni kodony — ATA u tura, ATA a ATT u ¢lovéka a navic u mysi ATC
[24][25].

Tabulka 2: zmény u mitochondrialniho genetického kodu u
obratlovcu [37]

Mitochondrialni geneticky
Kodén [Standardni geneticky kéd |kod u obratlovei

AGA |Arginin Termmacni kodon
AGG |Arginin Termina¢ni kodon
ATA |lsoleucin Methionin
TGA [Termmacni kodon Tryptofan

U vybranych druhi kvasinek - Saccharomyces cerevisiae, Candida glabrata, Hansenula
saturnus, a Kluyveromyces thermotolerans) — dochazi ke zménam v translaci na aminokyseliny
—viz Tabulka 3 [23].

Tabulka 3: zmény u mitochondrialniho genetického kodu u
kvasinek [37]

Mitochondrialni geneticky
Kodon [Standardni geneticky kod (kod u kvasinek
ATA |[Isoleucin Threonin
CTT |Leucin Threonin
CTC |Leucin Threonin
CTA |Leucin Threonin
CTG |Leucin Threonin
TGA |Terminacni kodon Tryptofan
CGA |Arginin chybi
CGC |Arginin chybi

Mitochondrialni DNA kod plisni, prvokd, zahavcl a rodu bakterii Mycoplasma se od
standardniho kodu lisi v prekladu na aminokyseliny pouze v jednom ptipadé — TGA triplet se
preklada na Tryptofan misto termina¢niho kodonu. Bylo zjisténo, ze u této skupiny se vyskytuje
mnoho riznych alternativnich inicializacnich kodona - ATT, ATA, ATG, ATC, CTG, GTG,
GTA, TTAaTTG [26].

U mitochondrialni DNA bezobratlych je nejcastéj$im zastupcem Octomilka, u které se triplet
AGG nenachazi. Déle se u tohoto genetického kodu povazuji za alternativni zacatky prekladu
ATA, ATT, ATC a TTG. Zmény oproti standardnimu kodu se nachazeji u stejnych kodont jako



u mitochondridlniho genetického kédu obratlovei, ale Arginin u standardniho kodu se nové

preklada na Serin. Zmény jsou vyznaceny — Viz Tabulka 5 [24] [25]

Tabulka 5: zmény u mitochondrialniho genetického kodu u
bezobratlych [37]

Mitochondridlni geneticky
Kodon |Standardni geneticky kod (kéd u bezobratlych

AGA |Arginin Serin
AGG |Arginin Serin
ATA |lIsoleucin Methionin
TGA |Termina¢ni kodon Tryptofan

Dals$i odlisnosti v translaci se vyskytuji u kodi DNA nalevnikd, rodu zelenych fas z tiidy
Dasycladophyceae a fadu jednobunécnych eukaryotickych organismti Diplomonadida. Jejich
zména je u terminac¢nich kodond — viz Tabulka 4 [27].

Tabulka 4: zmény u mitochondrialniho genetického kodu u
obratlovcu [37]

Mitochondrialni geneticky
kod u nalevnikii,
Dasycladophyceae a
Kodon |Standardni geneticky kéd [Hexamita

TAA |Termina¢ni kodon Glutamin

TAG |Termina¢ni kodon Glutamin

Mitochondrialni geneticky kod ostnokoZcl a plosténci se 1iSi od standardniho genetického
kodu v prekladu na aminokyseliny ve 4 piipadech — viz Tabulka 6. Existuje jesté alternativni
pieklad pro mitochondrialni DNA plos§téncti pro druhy Radopholus similis a Radopholus
arabocoffeae, kde triplet TAA se pieklada na Tyrozin oproti termina¢nimu kodonu u
standardniho kodu [29], [33].

Tabulka 6: zmény u mitochondrialniho genetického kodu u
ostnokozcu a plosténcu [37]

Mitochondrialni geneticky
kod u ostnokoZcii a
Kodo6n |Standardni geneticky kéd [ploSténcii

AAA |Lysin Kys. asparagova
AGA |Arginin Serin

AGG |Arginin Serin

TGA |Terminac¢ni kodon Tryptofan




V DNA specifického druhu kmenu nalevnici a podttidy Hypotrichs — Euplotidae se méni oproti
standardnimu kodu pouze jeden terminac¢ni kodon TGA na kodon kédujici aminokyselinu
Cystein. U bakteridlnich a rostlinnych plastidi se oproti standardnimu kédu neméni nic. Jsou
zjisténé dalSi mozné inicializaéni triplety — GTG, TTG, CTG, NTG (N znac¢i jakykoli
nukleotid), ATT a TGA. Sekvence kvasinek s alternativni jadernou DNA se od standardniho
koédu méni u tripletu CTG, kdy dochazi k translaci na Serin misto Leucinu. Alternativnim
inicializacnim kodonem v tomto piipadé je CAG u organismu kKandida bélostna [27], [30],[31].

U mitochondrialni DNA sumek se vyskytuji odli$nosti v pfepisu na aminokyseliny obdobn¢
jako u bezobratlych — viz Tabulka 7. ATA, GTG, TTG a ATT jsou dal§imi alternativnimi
inicializujicimi kodony [32].

Tabulka 7: zmény u mitochondrialniho genetického kodu u sumek [37]

Mitochondrialni geneticky
Kodon |Standardni geneticky kod (kod u sumek
AGA |Arginin Glycin
AGG |Arginin Glycin
ATA |lIsoleucin Methionin
TGA |Termina¢ni kodon Tryptofan

Dalsi kategorii rozdilného pfekladu na aminokyseliny je mitochondridlni DNA zelenych fas
tiidy zelenivky. Zde se nachazi jedind zména oproti standardu. Dochézi k ptekladu tripletu
TAG na Leucin [34].

Velkou skupinou zmén v piekladu tripleti oproti standardnimu kédu je mitochondridlni DNA
motolic. RGznost je zobrazena v Tabulka 8. Jedna se o stejné zmény jako u bezobratlych, jelikoz

jsou jednou tfidou z nich, ale je zde rozsifeni o zménu u tripletu AAA [35].

Tabulka 8: zmény u mitochondrialniho genetického koédu u motolic [37]

Mitochondrialni geneticky
Kodon [Standardni geneticky kod (kod u motolic
AGA |Arginin Serin
AGG |Arginin Serin
ATA |[Isoleucin Methionin
AAA |Lysin Kys. asparagova
TGA |Terminac¢ni kodon Tryptofan

Mensi rozdily v translaci nukleotidti na aminokyseliny se vyskytuji také u fetizovek, v jejich
mitochondridlni DNA. Dochézi zde k ptekladu tripletu TCA, standardné vytvaii Serin, na
terminac¢ni kodon a ke zméné u TAG kodonu, ktery u tohoto genetického kodu neni stop



kodonem, jak je standardné, ale dochazi k pfekladu na Leucin. Dal$imi organismy, u kterych
jsou rozdily v piekladu DNA, jsou ziadu Thraustochytriales, tfidy Labyrinthulomycetes
(¢esky: labyrintuly, ¢ili ,,vodni hlenky*). Jejich odlisSnost od kodu bakterii je zalozena na zméné
TTA kodonu v terminac¢ni kodon a inicializaéni triplety jsou ATT, ATG a GTG [36] [37].

1.4. Genové mutace

Tyto mutace probihaji na urovni vlaken DNA. Jedna se o soubor bodovych mutaci.
Vznikaji v exonech i intronech. Vétsinové se objevuje vice mutaci v oblastech intronti nez
exonu. RozliSujeme tii zakladni typy zmény DNA — substituce, inverse, delece. V nékterych
materialech se objevuje i inverze [2], [3], [5], [7].

1.4.1. Substituce

Jeden nebo vice DNA bazi je zaménéno za jinou DNA bazi. Substituce nukleotidi se déli
dle toho, zdali se baze zaméni za druhou bazi stejného typu — purin za purin (A—>Ga G —> A)
a pyrimidin za pyrimidin (C —> T a T —> C). Takto prob¢hla substituce se nazyva tranzice.
Druhym druhem je transverze, kdy se baze méni za baze z druhé skupiny — purin na pyrimidin
anaopak ( A—>C,A—>T,6—>C,G—>T,C—>A,C—>G, T-—>AaT—>G). Dle ¢etnosti je
frekventovangjsi tranzice. Nazorné€ jsou ob¢ druhy substituce zobrazeny na Obrazek 2 [2], [3],

[6].

Pyrimidiny
4 4 Tranzice
Transverze
V. v
Puriny

Obrazek 2: Druhy substituce nukleotidd, [2]

Béhem evoluce genu spolec¢ného predka jsou mozné rizné druhy substituce na potomky.

Rozdé&lujeme je na:

e Jednoduché (Obrazek 3, a)) — jedna substituce u sekvence
e Vicenasobna — postupné substituce na jednom misté, vysledkem je zména nukleotidu
e Soubézna (Obrazek 3, b)) — dojde o substituci u homologickych DNA sekvencich na

stejném misté na rizné nukleotidy



Paralelni (Obrazek 3, c)) — stejna substituce stejného nukleotidu na stejném misté
homologickych DNA

Zpétna (Obrazek 3, d)) — navrat uskuteénéné substituce na puvodni nukleotid

Sbihava (Obrazek 3, €)) — stejna substituce raznych nukleotidi ve stejném misté
homologickych DNA

a) G b) G 0) G

d) G e)

<3 %
G G| |A A

Obrazek 3: Druhy substituce, [13]

Podle ovlivnéni vysledného produktu proteosyntézy rozdélujeme substitu¢ni zmény DNA na
synonymni, neménici smysl, a nesynonymni mutace, ménici smysl. Mize dojit jesté
k nesmysIné mutaci, kdy se mutaci stane triplet stop kodonem a dojde k pted¢asnému ukonceni

syntézy peptidu a vysledkem je zcela nefunkéni produkt.

Synonymni mutace odpovida mutaci kodonu, kterou se nezméni vysledny protein tripletu.
V tomto ptipad¢ dochazi k mutaci tfetiho nukleotidu v kodonu. Jelikoz vice trojic vytvori
stejnou aminokyselinu (viz Tabulka 1), je tato mutace ,,ticha“, neovliviiuje vysledny protein.
Ptikladem muize byt zména originalniho kodonu pro Izoleucin ATT na ATC, respektive ATA,
kdy pfi proteosyntéze dojde ke stejnému vysledku. Z hlediska pfirozeného vybéru jsou
neviditelné, neutralni. Pro organismus muze mit ale vyznam, z jakého tripletu je aminokyselina
kédovana. Ovliviiuyje to naptiklad sekundarni strukturu syntetizované RNA, stabilitu i intenzitu
a rychlost translace [1], [2], [3], [7]. [8].



Mutaci nesynonymni se oznacuji zmény v kodonech, které pozméni kddovanou aminokyselinu.
Nejcastéji se jedna o mutace na prvni ¢i druhé pozici v kodonech. Piikladem muze byt zména
druhého nukleotidu kodonu Histidinu CAU na CGU koédujici Arginin. Pfi zméné
aminokyseliny se urcuje, zdali se jedna o zménu na aminokyselinu s podobnymi vlastnosti (tzv.
konzervativni zaména) nebo s rozdilnymi vlastnostmi (tzv. nekonzervativni zaména). Toto

oznaceni vychazi z fyzikalné-chemickych vlastnosti samotnych proteinogennich aminokyselin
—viz Tabulka 9 [2], [8].

Tabulka 9: Fyzikaln¢-chemické vlastnosti aminokyselin, [2]

Kédy [Jméno Fyzikdlné-chemické vlastnosti pri pH 7
A (Ala (Alanin nepoldrni, hydrofobni
C |Cys |Cystein polarni
D |Asp |Kys. Asparagova |polarni hydrofilni kyselina
E |Gl |Kys. Glutaminova |polirni hydrofilni kyselina
F |Phe |Fenylalanin nepolarni. hydrofobni
G |Gly |Glycin nepolarni
H |His |Histidn polarni, hydrofilni, esencidlni
I |He |Isoleucin nepoldrni, hydrofobni
K |Lys |Lysin polarni, hydrofilni, esencidlni
L |Leu [Leucn nepoldrni, hydrofobni
M [Met [Methionin nepoldrni, hydrofobni
N |Asn [Asparagin poldrni. hydrofilni. neutrdlni
P |Pro |Prolin nepolarni
Q |Gln |Glutamin poldrni, hydrofilni. neutrdlni
R [Arg [Arginin poldrni, hvdrofilni, esencidlni
S |Ser |Serin polarni
T |Thr |Threonin polarni
VvV [Val [Valin nepolarni, hydrofobni
W |Trp |Tryptofan nepoldrni
Y |Tyr |Tyrosin polarni




1.4.2. Posunové mutace

Mutaéni zmény zpusobuji i zmény poctu nukleotidi v DNA fetézci. K tomu dochazi,
pokud probéhne delece nebo inzerce. Pokud zména nukleotida je o jiny nez 3n pocet, tak
v diasledku takové zmény se posune ¢teci ramec. Nasledné se cely fetézec, upraveny pouze o 1
¢i 2 nukleotidy, pteklada v naprosto jiny produkt. Mize dojit i k vzniku terminacniho kodonu
dfive nez v originalni sekvenci — viz Obrazek 4. V oblastech intront se objevuji delece a inzerce
casto. K témto mutacnim zméndm dochéazi kvali chybam v DNA replikaci. Dlouhé useky
inzerce se jiz zafazuji mezi transpozice, kdy pii kiizeni DNA se zatadi jedna ¢ast cizi DNA do
druhé [2], [5], [6], [7].

Priklad delece jednoho nukleotidu

puvodni DNA  |CCGTAT |ACG|TGC |AAT|CGA|TAC
mRNA GGCIAUAJUGCIACGIUUAIGCUIAUG
protein Gly |lle |Cys |[Thr [Leu [Ala |Met

zmutovana DNAJCCG|TAT [ACG|GUAATC|GATI|AC
mRNA GGClAUAIUGCICGUUAGICUAUG

protein Glv |lle |Cys |Arg [Ter. |Leu |-

Obrazek 4: Priklad delece

1.5. Open reading frame

Oznaceni ORF odpovida zkratce z anglického open reading frame — coz znaci Cast
sekvence, kde se nachazeji triplety kodujici protein. Jejich velikost je zavisla na pocatecnim,
inicializacnim kodonu a posléze ukoncovacim stop kodonu. U kazdého genetického kddu jsou
tyto triplety riizné, coz bylo zminéno jiz vySe. V ramci jedné casti sekvence se mohou ORF
oblasti nachézet v riiznych mistech. Rozeznavdme 6 moznych kombinaci k nalezeni ORF. Lze
hledat od 1., 2. ¢i 3. nukleotidu v DNA sekvenci nebo u reverzni DNA sekvence. JelikoZ u genil
kodujicich specificky protein jsou jiz tyto ¢asti nalezeny a popsany, oznacuji se ve vefejnych
databazich jako CDS oblasti. V informaci o sekvenci jsou tyto CDS oblasti zaznamenany.
V sekvencich se nachazi mnoho ORF a odpovidaji v podstaté exonim — viz Obrazek 5.
V piikladu se nachazi inicializa¢ni kodon ATG na mnoha mistech v sekvenci. Terminaéni

kodony TGA, AAT potencialn¢ ukoncuji transkripci. Vyuzito je pouze takového ORF, které
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koduje smysluplny pieklad. V ptipad¢ piikladu by se vyuzilo ramce 1 ve sméru sekvence
5¢-3’konce [39].

-
>

Smeér transkripce a translace

Ramec3 | | | | | L 1 L 0 T 0 1 1 1 11
1770 N N A I (] [ [ (AP (e ) [ e
Ramec1 | [ | | L L 1 L L 1 1 1 1 |
5’ ...GCAGTTACT ...
3. ..CGTRBREATACATACGCCETAITACGTGGGCTE TARGOG CGACACTCTTGG CTATCG . . . 5
I e e e e R T
| Rémec 2
Lt | Rémec3
Smér transkripce a translace
Obrazek 5: Piiklad ORF
1.6. Selekce

Evoluce na molekuldrni Grovni je zplisobena vybérem, selekci. Pfirodni vybér dle
Darwina znamena, ze se rozmnozuji nejlépe prizpusobeni jedinci, ktefi jsou zivotaschopnéjsi,
prabojnéjsi, silngjsi, rychlejsi, seZzenou vice potravy, uniknou diive predatorovi, ptipadné jsou
atraktivngjsi pro samicku. Do dalSich generaci se tedy dostava jen genetickd informace od téch
nejschopnéjsich jedinct a tim dochazi k vyvoji. Dal§im faktorem ovliviiujici vyvoj je geneticky

drift a selekéni tlak pti nahodné zplisobené mutaci genti.

Za drift se bere nahodny vybér genetického materialu v dané populaci. Rozumi se zde, Ze
dochazi k nahodné fluktuaci v Cetnosti alel postupné se projevujici zvySovanim této Cetnosti.
V ramci dédi¢nosti mize dochézet k potlaceni jednoho ze dvou typti genetického materidlu a
preference druhého. Obvykle je oznacovan za polymorfizmus. O ndhodny geneticky posun Ize
mluvit jen za pfedpokladu, ze absolutni hodnota selekce u ptislusné alely je niz8i nez 1/N, resp.
pro diploidni organismy 1/2N, kde N je pocet gend. Neutralni selekce dava rovnostarskou
povahu propagaci mutantd v populaci. Drift neni vZzdy povazovan za pozitivni selekci. Miize
dochazet i k driftu, ktery vede ke kvalitativnimu zhorseni jedince. Drift dopomaha k fixaci nebo
eliminaci zmén v populaci.

Pravdépodobnost fixace mutace jednoho genu je vyjadiena vztahem (1.1) pro diploidni
organismy.
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1

u

Z neutralni teorie je rychlost evolu¢ni substituce rovna po¢tu novych mutantt (2Nu, kde u
oznacuje pomér mutaci na gen v generaci) nasobené¢ho pravdépodobnosti jejich fixace — u.
Z toho vyplyva vztah pro rychlost evolu¢ni substituce — 4 — viz rovnice (1.2). Po dosazeni se
rychlost evolu¢ni substituce rovna proménné u - viz vztah (1.3), tedy je nezavisla na jinych
faktorech, jakoz jsou velikost populace ¢i ¢as [1], [16].

A=2Nuu (1.2)
A=2N ! = (1.3)
N TH '

1.7. Selekéni tlak

Selekéndi tlak je pomér evolucnich vzdalenosti synonymnich substituci, kdy nukleotidova
substituce neméni vyznam a vyslednou kédovanou aminokyselinu, a nesynonymnich substituci,
kdy zména nukleotidu zplsobi vyslednou translaci na novou aminokyselinu. Pokud alela

zvyhodiuje jedince, bude frekvence této alely vyznamné vyssi [14].

Selek¢ni tlak o se stanovuje pomérem odhadu dle vzorce (1.4), kde dn odpovida nesynonymni
nukleotidové diferenci v sekvencich a ds odpovidd synonymni nukleotidové diferenci
v sekvencich [8].

YT

(1.4)

Z definice synonymnich substituci plyne, ze vzdy dochazi k neutralni mutaci. Pii aplikaci
neutralni teorie, respektive vzorce (1.3), dostaneme, Ze pocet mutaci fixovanych na generaci ze
synonymnich mutaci (resp. ds) miizeme zaménit za ¢, pomér mutaci na gen v generaci. Pokud
se pro nesynonymni substituce uvazuje, ze dochdzi také k neutrdlnim mutacim, mizeme
obdobné pocet mutaci fixovanych na generaci z nesynonymnich mutaci (resp. dn) zameénit za u
dle neutralni teorie. Z toho vyplyva vzorec (1.5), tedy Zze hodnota selek¢niho tlaku je rovna 1,
a je timto dokazéano, Ze pii této hodnoté dochézi k neutrdlnim mutacim. V takovém piipadé
dochazi k tomu, Ze pozitivni selekce rusi vliv purifikace negativni selekce, a substituce jsou
zpusobeny piirodnim vybérem [4], [16], [18], [20].
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w=—==1 (1.5)

O Vyhodna mutace X Skodliva mutace

Q

X 1
A T

* Pozitivni selekce * Negativni selekce

o) f[

00 (L

1]

i
U

000 ¢

Obrazek 6: Priklad pozitivni a negativni selekce, [14]

Pokud pfi nesynonymnich mutacich dochazi ke skodlivym mutacim, respektive eliminaci
sekvenci, jedna se o purifikaci — viz Obrazek 6. Selekéni tlak v takovém piipadé je roven
hodnoté pod 1 a jedna se o negativni selekci. Hodnotu dn v tomto piipadé lze vypoditat dle
vzorce (1.6), kde ¢ast nesynonymnich mutaci je neutralnich (oznac¢eno jako f), ktera je fixovana
s pomérem mutaci na gen v generaci u, a zbytek zapficifuje purifikaci (¢ast 1-f). Cast
nesynonymnich substituci purifikujicich sekvence f je mensi nez 1, tedy vysledny selekéni tlak

je mensi nez 1 — viz vzorec (1.7) [16], [18].

dy=fu+AQ—-1)0=fu (1.6)
_dv _fr_
w_d_s_,u_f<1 .7

Nesynonymni mutace zpasobuji purifikaci, neboli zanik sekvence, ¢i mizou zvyhodnit jedince
a tato nesynonymni mutace miize byt V populaci zachovéana, fixovdna. Obecny vypocet
nesynonymni mutace dy V tomto ptipad¢€ rozdélime na n¢kolik ¢asti — viz (1.8). Nazorné je tento
ptipad zobrazen na Obrazek 7. Prvni ¢ast zpisobuje eliminaci sekvenci opét s proporcionalni
hodnotou 1-f bez fixace v generacich. Dalsi ¢ast f z predchoziho ptipadu pfi negativni selekci
nyni rozdélime na jednu cast o velikosti /8, ktera zptisobuje vyhodu sekvenci, a na druhou ¢ast
o0 velikosti f(1-6), ktera je neutralni. Pfi neutralni mutaci uvazujeme s rychlosti fixace p. Pfi
zvyhodnéni sekvence uvazujeme fixaci rovnu hodnoté 2Nus, obdobného vzorci (1.2), kde je
pravdépodobnost fixace mutace jednoho genu U zaménéna za pravdépodobnost vyjadienou S
[14],[16], [18].
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Purifikaéni Mutace zvyvhodiyici
mutace sekvenci

v y

Viechny mutace v sekvenci - Neutralni mutace | |

| 1

Sekvence dalsi generace | Neutrdln mutace | |

Obrazek 7: Nakres mutace se zvyhodnénim sekvence, [16]
dy=0—-f)0 +f(1—0)u+ fO2Nus (1.8)

Z ptedeslého vyplyva, ze vysledek selekéniho tlaku pfi nesynonymnich mutacich, které
zpusobuji vyhodu sekvenci s pravdépodobnosti 6, bude odpovidat vzorci (1.9).

d 1—-0)u+ fO2Nus
ooy JAZORFFOINUS _ ) oyt roans (1.9)
ds Hu
Aby selekéni tlak byl roven @ > 1, musi byt proporciondlni ¢ast nesynonymnich substituci se

zvyhodnénim sekvence 6 dostate¢né vysoka. Ze vzorce (1.9) plyne, Ze @ musi nabyvat hodnoty:

1-f 1

V)
TF @N-9) (1.10)

V tomto piipad¢ se jedna o pozitivni selekci, ktera pisobi ve prospéch adaptivnich zmén — viz
Obrazek 6 [14], [18].
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Pozitivni selekci miizeme rozdélit jesté na dva rizné typy — pfima selekce (z angl. directional
selection) a disruptivni ¢i balancujici (z angl. balancing selection) — viz Obrazek 8. Pii piimé
selekci je zvyhodnén pouze jediny typ alely z populace, bud'to primérného fenotypu, kdy
mluvime pfesnéji o stabilizujici ptimé selekci, nebo urcitého extrému, kdy se tento jev oznacuje
za usmérnujici pozitivni selekci. P¥ima selekce tedy upfednostiiuje jeden typ alel, ktery fixuje,
a potlacuje genetickou variabilitu. Druhy typ pozitivni selekce, balancujici, zvyhodiuje vice
alel zaroven, které mohou v populaci koexistovat — takovy piipad byva oznaCovan za
heterogenni populaci. Je to velice zavislé na frekvenci vyskytu alel v populaci a na okolnim
podminkach — prostiedi aj. [16], [19], [20].

STAV PI"?E,D STAV PO
SELEKCI SELEKCI

g

P »
DIREKCIONALNI SELEKCE

Frekvence
=
<

v

Distribuce

rd r *
fenotypu STABILIZUJICI SEL E

m

KC

%-
=

R = o
DISRUPTIVNI SELEKCE

Obrazek 8: Druhy selekce, [22]



2. Modely vypoctu selekéniho tlaku

Pro popis evolu¢ni divergence DNA sekvenci se pocitaji synonymni a nesynonymni
mutace zvlast’. Pfepoctem na celkovy pocet vSech synonymni ¢i nesynonymni mist se vypoctou
hodnoty poméru synonymnich mutaci na synonymni mista v sekvenci - rs (n€kde udavané Ks)
a poméru nesynonymnich mutaci na nesynonymni mista v sekvenci - ry (respektive Ka). Tyto
hodnoty jsou vztazené na generaci ¢i rok. Jelikoz ¢as divergence mezi DNA sekvencemi neni
vzdy znam, vyuziva se pfepocet na diferencialni hodnoty ds a dn — vypocet viz rovnice (2.1).
Jelikoz jeji vypocet je vztazen k Casu t, zavedly se vypocty evolucnich distanci, které jsou
popsany v dalsich kapitolach [2], [8], [9].

dS == ert; dN = ZT'Nt (21)

K popisu podobnosti dvou sekvenci se vyuzivaji kvalitativni modely. Po zarovnani sekvenci
jsou zhodnoceny pocty mutaci. Proporcionalni vzdalenost (zkracené p-distance) je relativni
podil rozdilnych mist, kde dochazi k bodovym mutacim, k délce sekvenci. Na zaklad¢ ptechoda
jsou vytvofeny matice mezi-stavll. Jednoduchym evoluénim modelem, po aplikaci
pravdépodobnostniho rozlozeni na proporcionalni vzdalenost, je model Jukes-Cantor (JC).
DalSim modelem zohlediujici frekvence tranzice a transverze je Kimuriv model.

Komplexngj$im evoluénim modelem je Tamuriv model, ale ten nebude v této praci vyuzit [13].

V této kapitole jsou rozvedeny metody Nei-Gojobori, Li-Wu-Luo a Comeron. Mimo tyto
metody jsou zndmé dalsi, které nejsou predméetem zkoumani v této praci. Poznamka o nich bude
na konci kapitoly.

2.1. Nei-Gojobori metoda

Jedna se o metodu zalozenou na evolu¢ni cesté¢ jednotlivych DNA sekvenci. Pocita
s celou moznou evolu¢ni cestou mezi kazdym parem kodonu mezi dvéma DNA sekvencemi.

Predpoklada pravdépodobnost viech nukleotidovych zmén.

Prvnim krokem propoctu je nutné vypocist pfiméfenou moznost synonymni (tiché) zmény —
oznacované s - Viz rovnice (2.2), tedy, ze se nezméni smysl piekladu na aminokyselinu. Jelikoz
kazdy kodon je slozen ze tii nukleotidd, je nutné vypocitat kazdou moznost vV ramci pozice
nukleotidu — fi. Kazda pozice miize byt zménéna na tii dalsi nukleotidy, tedy pocet synonymnich

zmeén je délen poctem nukleotidi, které nezpisobuji zménu na terminacni kodon.
3
s = 2 foi=1,23. 2.2)
i=1
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Pt.: vypocet s hodnoty pii tripletu CGA (Arg): s = % + g + S = 1,5, tedy na prvni
pozici se vyskytuje jedna synonymni zména, z nukleotidu C na A — vznikne triplet
AGA (Arg), a zména zC na T zpusobi termina¢ni kodon. Na druhé pozici
nevznikne zdménou nukleotidu nikdy opét Arg aminokyselina. Pfi zdaméné tietiho
nukleotidu vznikne naopak vzdy aminokyselina Arg. VSe se fesi pro standardni

geneticky kod

Vypocet nesynonymnich zmén jednoho kodonu je nyni pouze odectenim synonymnich zmén
od vsech moznych — viz rovnice (2.3). Celkova hodnota synonymnich mist (S) pro celou
sekvenci je suma s kazdého kodonu — viz rovnice (2.4), a nasledné vypocteni nesynonymnich
mist taktéZ pro celou sekvenci je vypocteno rozdilem — viz rovnice (2.5). Pfi aproximaci pro
porovnani dvou sekvenci je S vydéleno poctem sekvenci, tedy dvéma, jelikoz se porovnavaji

vzdy dvé sekvence viici sobé.

n=3-s. (2.3)
S = Y55 Sias (2.4)

kde C je pocet kodona v sekvenci, a je pocet sekvence.

N =3C-— (g). (2.5)

Nasledujici ¢ast vypoctu se zaobira zménou jednoho kodonu prvni DNA sekvence na kodon na
stejném misté¢ v druhé DNA. Pocitaji se opét rozdilné mutace synonymni a nesynonymni. U
dvojice kodont je potieba zjistit, na kolika mistech se stala muta¢ni zména. Poc¢et mutacnich
cest, kterymi mohl kodon projit ke zméné na kodon druhé sekvence DNA, je vyjadien vzorcem
(2.6). Z vyslednych cest se secte pocet synonymnich a nesynonymnich mutaci a podéli se
po¢tem mutacnich cest P(k). Pokud se pifi postupnych mutacich v néjaké cesté vyskytne
terminacni kodon, tato cesta se nepocita do vysledného vypoctu. Jmenovatel se o pocet cest
s termina¢nimi kodony zmen$i. Tento zlomek vyjadfuje S¢ pro synonymni a Nng Pro
nesynonymni mutace jednoho kodonu. Vysledné Sq¢ a Ng je suma parcialnich propoctii Sq a Nd
pro jednotlivé kodony DNA sekvenci.

P(k) = k!, (2.6)

kde k je pocet rozdilnych nukleotidt u dvojice kodond.

Pt.: Kodon 1. DNA sekvence je CGA (Arg) a 2. DNA sekvence je UAC (Tyr).

P(3) = 3! = 6, resp. pii 3 zménach nukleotidu je 6 teoretickych mutacnich cest:

(1) CGA{(Arg) > UGA (Ter) = UAA(Ter) > UAC(Tyr)
17



2)-CEALARG—>—UGA(TFer—>—UGCACys)—>—UAC(HyH

3y CGALArg)—>= CAA(GIN}—> UAA(Ter) > UAC{Tyr)
(4) CGA (Arg) >n> CAA(GIn) >n> CAC (His) >n> UAC (Tyr)
(5) CGA (Arg) >s> CGC (Arg) >n> UGC (Cys)>n> UAC (Tyr)
(6) CGA (Arg) >s> CGC (Arg) >n> CAC (His) >n> UAC (Tyr)

Pocet cest bez terminacnich kodonii je 3. Ve zbylych 3 mutacnich cestach se
nachazi 2 synonymni a 7 nesynonymnich mutaci. Vypocet Sq a nNg je nasledujici:

2 7
Sqa = § = 0,667, Ng = § = 2,334

Proporcionalni vzdalenost synonymnich (ps) a nesynonymnich (pn) mist je vypoctena podilem
sumy vzdalenosti jednotlivych kodonti — Sq a Ng — a sumy vSech moznych substituci kodont —
S aN —viz rovnice (2.7) a (2.9).

Sd

pS = ?’ (27)
s varianci vysledku
V(ps) = Ni1(Sai — ps5:)*/S?, (2.8)
respektive
Pn =4, (2.9)
s varianci vysledku
V(pn) = Zic=1(ndi — pyny)?/N?, (2.10)
d;=—2In (1 - %ps), (2.11)
s varianci vysledku
4
V(ds) = V(ps)/(1 —3ps)?, (2.12)
respektive
dy = —2In(1-3py), (2.13)
s varianci vysledku
4
V(dn) =V(®n)/(1 —5p) (2.14)
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Pro stanoveni evoluéni vzdalenosti d se proporcionalni vzdalenost piepocitava dle modelu JC
nukleotidové substituce vztazeného na synonymni a nesynonymni substituce zvlast — viz
vzorce (2.11) a (2.13).

Tabulka 10: matice ptechodt JC modelu, [13]

nukleotidy A G C T
A -3 a a a
G a 30, a a
C a a -3a a
T a a a -3a

Tento model je modifikovany Markoviiv model evoluce, kde frekvence piechodi mezi
jednotlivymi nukleotidy je pro vSechny stejna — viz Tabulka 10. Hodnota a vyjadiuje
pravdépodobnost ptechodu nukleotidi. Jedna se o jednoparametricky model. Pravdépodobnost,

ze jeden nukleotid piejde v jeden ze tii jinych je 3a [2], [9], [10].

2.2. Li-Wu-Luo metoda

Dvou-parametrickd metoda pocitajici evolucni vzdalenost na zdklad¢ synonymnich a
nesynonymnich substitucich mezi dvéma DNA sekvencemi byla popsana védci Li, Wu a Luo
roku 1985 [11]. Parametry jsou zaloZené na dvouparametrickém modelu evoluce Kimura. Tento
model oproti JC modelu rozdéluje zmény nukleotidd na tranzici — a, které se objevuji v realnych
datech Cast&ji, a transverzi — . Model zanedbava Cetnost purinii a pyrimidind v sekvenci,
povazuje pravdépodobnost vyskytu vSech nukleotidu rovnu 0,25 stejné jako u JC modelu.
Obecné se matice pifechodid modelu Kimura udava, jak je zobrazena v Tabulka 11. Celkovy
pocet substituci za ¢as t je obecné popisovan jako a + 2f. Byly vytvofeny vzorce na pocet
nukleotidd, které se méni v disledku tranzice P, a pocet nukleotidi, které se méni v disledku
transverze Q:

1
P=7 (1 — 2~ 4@+t | o8ty (2.15)

Q= %(1 — 781 (2.16)

Jelikoz Cas t je neznamy, slucuji se vzorce vypoctu P a Q se vzorcem (2.1) pies o a f proménné
Vv podobu:

d = 2rt = 2at + 4ft = —%ln(l —2P - Q) — %ln(l —20) (2.17)
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Tabulka 11: matice pfechodi Kimura modelu, [13]

nukleotidy A G C T
A -0-28 a B B
G a -0-2f B B
C B B -0-2f a
T B B a -0-2f

V ramci Li-Wu-Luo metody se rozfazuji nukleotidova mista na tfi tfidy — ne-degenerativni (z
anglického nondegenerate, nékde oznacovana jako 0-fold degenerate), dvojité-degenerativni (z
anglického twofold degenerate) a ¢tyfnasobné-degenerativni (z anglického fourfold
degenerate). Tyto mista maji i své ¢iselné oznaceni i = (0, 2, 4). Li, Wu a Luo [11] nevy¢lenuji
ve své metodé mutace vedouci k terminaénim kodonim. Jejich pravdépodobnost vyskytu je
pouze kolem 4%, takze metoda uvazuje o termina¢nich kodonech jako o nesynonymni mutaci

a Z toho ditvodu dochazi k jistému zvyseni evoluéni vzdalenosti dn.

Ne-degenerativni tiida je oznacovana takova, ve které jsou vSechny zmény nesynonymni nebo
nesmyslné. Dvojité-degenerativni tiida se definuje, jakozto cesta zmén nukleotidd v kodonu,
kdy dojde alesponi k jedné synonymni mutaci, ale ne vSechny cesty jsou synonymni. Tedy
vyjadieno jinak — pfi zméné nukleotidu v kodonu na néktery z ostatnich tii, alespon jeden
vytvoii synonymni mutaci a alespoil jeden vytvoii nesynonymni mutaci. Posledni tfidou je
Ctyfndsobné-degenerativni, kdy dochazi ke zménam jen a pouze na kodony se stejnou

vyslednou aminokyselinou, tedy dochéazi vzdy k synonymnim mutacim.

Ptiklad rozfazeni do tiid pro kodon CGA pro aminokyselinu Arginin (Arg):

Ctyfnasobné-degenerativni tfida — zména nukleotidu na 3. pozici v kodonu:

CGC - Arg

CGG - Arg

CGU - Arg
Dvojité-degenerativni tfida — zména nukleotidu na 1. pozici v kodonu:

AGA — Arg

GGA - Gly

UGA — terminacéni kodon
Ne-degenerativni tfida — zména nukleotidu na 2. pozici v kodonu:

CAA —GlIn
CCA —-Pro
CUA — Leu
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Pro samotné pocitani evolu¢nich vzdalenosti jsou potieba typy mist pro vSechny kodony obou
DNA zkoumanych sekvenci — ozna¢ené pismenem L;, kde i jsou jednotlivé piislusnosti do tiid.
Kodony se zkoumaji nukleotid po nukleotidu a zaménuji se za dalsi tfi mozné nukleotidy. Pro
kazdou pozici se urcuje, o jakou tfidu L se jedna a jeji pocet se zvysi o jedno, obdobné, jak se
pocitalo S u metody Nei-Gojobori. Celkovy pocet L; tfid se nakonec vydéli poctem DNA
sekvenci, aby se hodnota zprimérovala. Nasledn¢ se spocitaji veSkeré rozdily mezi
jednotlivymi kodony podle toho, zdali se jedna o tranzici — proporcionalni ¢etnost tranzici
oznacené pismenem Pj, i o transverzi — proporciondlni ¢etnost transverzi oznac¢ené pismenem
Qi, kde 1 je opét prislusnost do urcité tfidy popsané vyse. Pti dvou ¢i tfech zménach nukleotid
pti ptechodu jednoho kodonu prvni sekvence DNA na druhy kodon na stejné pozici v druhé
sekvenci DNA je nutné generovat pravdépodobné cesty obdobn¢ jako u metody Nei-Gojobori.
Pro stanoveni pravdépodobnosti mutacnich cest je mozné postupovat riznymi zptsoby. Nyni
pro tuto praci se bude vyuzivat pouze dle ¢lanku [12] faktu, ze v§echny zmény v kodonech maji
stejnou pravdépodobnost.

Kdyz jsou ptipraveny veskeré proménné Li, Pj a Qi, vypoctou se pomocné proménné Aj a Bj pro
finalni vypocet evolucnich vzdalenosti dn pro nesynonymni substituce, respektive ds pro
synonymni substituce. Aj jsou pocty tranzi¢nich substituci zaloZené na rozdilu proporciondlniho
poctu tranzici a transverzi aproximované Kimurovym modelem — Vviz vzorec (2.18), po upravé
(2.22). Obdobn¢ se pocita Bi poCty transverzi — viz vzorec (2.19), po upravé (2.24). Obé

proménné jsou opét vztazeny dle i-tfidy.

1 1
A; = 5In(a) — 7In(b) (2.18)
B; = >In(by), (2.19)
kde
_ 1 22
“T12p -0 (220
a
b, = 1_12Qi. (2.21)
Respektive
A; = —>In(1 - 2P, — Q) +In(1 — 2Q)), (2.22)

21



s varianci vysledku

V(4) = [afP; + cfQ; — (a;Pi + ¢;Q)?]/L; (2.23)
a
B, = —%ln(l —20), (2.24)
s varianci v{sledku
V(By) = [b7Q:(1 — Q)]/Li. (2.25)

Nyni jiz Ize vypoéist evoluéni distance pro synonymni (ds) a nesynonymni (dn) substituce — viz
vzorce (2.26) a (2.28). Pro ds se vyuziva do vypoctu proménné i = 4, jelikoz se jedna
0 substituce pouze synonymni, a ¢asteéné proménné ttidy | = 2. Dvojité-degenerativni tiida
obsahuje tranzi¢ni mutace (A2), které jsou vétSinou synonymni, ale transverzalni mutace jsou
vétsinoveé nesynonymni. Z toho divodu se tato tfida do ds zapocitava pouze z jedné tietiny.
Naopak pro dn se pocita se zbyvajicimi dvéma tfetinami dvojité-degenerativni tiidy a celou

ttidou ne-degenerativni, ktera obsahuje pouze nesynonymni substituce.
dg = 3[L,A, + Ly(Ay + B,/ (L, + 3L,), (2.26)

s varianci vysledku

V(ds) = 9[L3V(4,) + L5(V(AL) + V(BY))]

/Ly +3Ly)? (220
a
dN == 3[L0(A0 + Bo) + Lsz]/(ZLZ + 3L0), (228)
s varianci vysledku
V(dn) = L3V (4y) + V(B)) + 13V (B,)] 229

/(2L + 3Lg)?

Li-Wu-Luo metoda je vhodna pro dlouhé sekvence, vice jak 100 kodont, S malou rozli$nosti.
V takovém piipadé€ vypocty maji podobné hodnoty jako metoda piedchozi, pouze pfidava vetsi
vérohodnost z divodu pfidruZzeni vice parametrti k vypoctim — rozliSovani tranzi¢nich a
transverzalnich mutaci. Naopak pfii kratSich sekvencich mize tato metoda negativni odhad,
jelikoz vypocéty ai a bi maji tendence k chybam [2], [6], [9], [11], [13].
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2.3. Comeron metoda

Jak jiz bylo zminéno, tato metoda rozsifuje metodu Li-Wu-Luo. Zakladni zménou mezi
témito dvéma metodami je rozliSeni dvojité-degenerativni tfidy, kdy alespoi jedna zména mezi
dvéma triplety je synonymni, na dal$i dvé podtiidy. Nov¢ index i pii této metodé nabyva
oznaceni 0, 2V, 2S a 4. Zakladni oznaceni dvou tfid zustava — nedegenerativni (i = 0) a
Ctyinasobné-degenerativni (i = 4). Nové oznaceni 2V-tiidy odpovida piipadim, kdy tranzice
jsou nesynonymni a alespon jedna transverze je synonymni. Naopak do 2S-tfidy jsou zatazeny
ptipady, kdy transverze jsou nesynonymni a alesponi jedna tranzice je synonymni. Timto se
zpiesiiuje vypocet metody Li-Wu-Luo, kde se nadhodnocuje vypocéet A2 a podhodnocuje
vypocet B2 [2], [21].

Priklad roziazeni do 2V-ttidy pro triplet CGG kddujici Arginin a zmény na
1. pozici:
AGG — Arginin — synonymni substituce, transverze
GGG — Glycin — nesynonymni substituce, transverze
TGG — Tryptofan — nesynonymni substituce, tranzice

Priklad roziazeni do 2S-tfidy pro triplet AGT kodujici Serin a zmény na
3. pozici:
AGA - Arginin — nesynonymni substituce, transverze
AGC — Serin — synonymni substituce, tranzice
AGG — Arginin — nesynonymni substituce, transverze

Nadale zlistava vypocet hodnot Li, pocet mist, Ai, frekvence tranzici. Procentudlni zastoupeni
mist Li je dle metody Comeron procentualné v pofadi i = (0, 2S, 2V, 4) nasledovné — 64,8%,
14,5%, 2,1% a 18,6%. Pro vypocet Ai, kde i = 0 a 4, se nic neméni. Dale podléha vypoctu dle
(2.22). Pro nové vzniklé tfidy je vypocet obdobny, ale vyskytuji se v ném dal$i proménné — viz
(2.30) a (2.33). Nove se pocita proménna Qs, frekvence synonymni transverze — viz (2.35), a
Qn, frekvence nesynonymni transverze — Viz (2.37), kde Qi je proporcionalni pocet zmén

transverzi mezi sekvencemi na korespondujicich mistech pfifazena do i-tfidy.

1 1
Ayg = _Eln(l — 2P, — Q) + Zln(l —20Q,) (2.30)
s varianci

V(Azs) =

{a3¢Pys + €2V (Qy) — [az5Pss + 25V (Q)1}2/ Las, (2.31)
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kde parametr ¢i je vypoéten dle zadaného vzorce
Ci = (Cli - bl)/2 (232)
1 1
s varianci

V(Ays) = {a%VPZV + C22VV(Q5) — [azyPyy + C2VV(Q5)]}2/L2V- (2.34)

Qs = (qzv + q4)/(Lay + Ls) (2.35)

s varianci vysledku
V(Qs) = [X21(Gizv + Gia) — E(qav + qu))/ (Lay + Ly). (2.36)
Qn = (qo + q25)/ (Lo + Lys) (2.37)

s varianci vysledku
V(Qn) = [X21(qi0 + Gizs) — E(qo + q25)1/ (Lo + Lys). (2.38)

Pro vypocet transverzi B jsou zvoleny u této metody pozménéné vypolty oproti piedchozi
metodé — viz (2.39). Nov¢ jsou tfidy proménné Bj pouze j = (s, n), kde s zna¢i synonymni
transverze a n naopak nesynonymni transverze.

B; = —%ln(l -Q)) (2.39)
s varianci vysledku Bs
V(By) = b3V(Q)[1 = V(Q:)]/(Lay + La) (2.40)
a s varianci vysledku By
V(By) = bV (Qu)[1 = V(Q)]/(Lo + Lys), (241)

kde proménné bs a by jsou vypoéteny dle nasledujicich vztahd

bs = 1/[1 - ZV(QS)]’ (2.42)

b, = 1/[1 - ZV(Qn)]- (2.43)
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Pro vypocet evolu¢ni distance pro synonymni (ds) a nesynonymni (d,) substituce metodou
Comeron se vyuziva souctu po¢tu synonymnich substituci tranzici a transverzi respektive
nesynonymnich substituci tranzici a transverzi pro dn — viz (2.44) respektive (2.46) [21].

ds = —=In(1-2 :
s varianci vysledku ds
L35V (Azs)+L3V (A
V(dg) = s ELZZ_:')I';SZ( 2V (By). (2.45)
= —ZIn(1-2
n Ly + Lo > n( Qn) (2.46)
s varianci vysledku dn
_ L3vV(A20)+L3V(Ag)
V(dy) = 2= 2SR+ V (By). (2.47)

2.4. Dalsi metody

Mimo popsané metody se pouzivaji i dalsi — napt. modifikovana metoda Nei-Gojobori, u
které se zavadi 2-parametricky Kimura model pro pfesnéjsi vypocet synonymnich a
nesynonymnich distan¢nich vzdalenosti. Popsana klasicka metoda Nei-Gojobori nadhodnocuje
vypocty synonymnich substituci, jelikoz zanedbava rozdil mezi transverzi a tranzici, coz je
dulezité obzvlast u tfeti pozice v kodonu. Metody Pamilo-Bianchi-Li rozsifuje metodu Li-Wu-
Luo. Jelikoz u Li-Wu-Luo metody bylo jiz zminéno, Ze nadhodnocuje vypocet Az a
podhodnocuje vypocet B2, neboli nadhodnocuje synonymni substituce v druhé skupiné a
podhodnocuje nesynonymni substituce v té samé skuping. Z toho diivodu se u metody Pamilo-
Bianchi-Li zavedl vazeny prameér, jelikoz transverze v ¢tyfnasobné-degenerativni tfidé jsou

také synonymni. Optimalizace vysledki ds a dn jsou nasledujici [2]:

LA, + LA,
s — L2 + L4 — Dy (248)
LyBy + L,B,
d, =4y + ———m 2.49
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3. Statistické vyhodnoceni vysledki

Pro zjisténi pozitivni selekce je dulezité statisticky dokazat, Ze hodnoty distanci
synonymni a nesynonymni substituce jsou rozdiln¢, respektive v piipadé vypoctl selekéniho
tlaku dle vzorce (1.5) se musi pii pozitivni selekci (w > 1) statisticky dokazat, Ze dn je podstatné

Vet jak ds.

Pro tento ptipad se vyuziva Z-test, jelikoz zname kvalitni odhad rozptylu. Nulovou hypotézu,
kterou se statistickym testem snazime vyvratit, se stava rovnost obou hodnot — d, = ds. Jelikoz
potiebujeme piijmout alternativni hypotézy, Ze dn > ds u pozitivni selekce a dn < ds u negativni
selekce, purifikace, jedna se o oboustranny statisticky Z-test. Z tabulky hodnot distribu¢ni
funkce @(x) normované normalni nahodné veli¢iny — viz Ptiloha ¢. 2 — Hodnoty distribu¢ni
funkce @(x) normované normalni nahodné veli¢iny — je zfejmé, ze k zamitnuti nulové hypotézy
na hladiné vyznamnosti testu a = 5% je zapotiebi, aby vysledna hodnota Z-testu byla vétsi jak
+1,96 u oboustranného testu. Jedna se o hodnotu 0,025-kvantilu, respektive 0,975-kvantilu,

jelikoz a je u oboustranného testu rozdélena na obé€ strany — viz Obrazek 9.

kriticky obor 1,0 obor piijeti t)_ap2 kriticky obor

Obrazek 9: Oboustranny test, [40]

Obecna formulace Z-testu — viz rovnice (3.1) — svysledkem odpovidajicim normované

normalni nahodné veli¢iné N(0,1).

Z=(0—0,)/s(6—6,). (3.1)

Pro vypocet hodnoty Z-testu pii vypoctech selek¢niho tlaku jiz zminénymi metodami byl
stanoven podil

Z =D/s(D), (3.2)

kde D zna¢i diferenci distan¢nich vzdalenosti

D =d, — d, (3.3)
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a s(D) je smérodatna odchylka rozdilu D, ktera je vypoctena jako

s(D) =,/V(D), (3.4)

kde variance hodnot D — V(D) je souctem rozptylt

V(D) =V(d,) +V(dy). (3.5)

Samotné vypocty variaci distan¢nich vzdalenosti byly jiz zminény u kazdé metody zv1ast’ — viz
vzorce (2.12) a (2.14) u metody Nei-Gojobori, (2.27) a (2.29) u metody Li-Wu-Luo a (2.45) a
(2.47) u metody Comeron. Vyuziti Z-testu koresponduje s t-testem s nekone¢nym stupném
volnosti [2], [48].

Mimo popisovany Z-test se pro kratké sekvence vyuziva Fishertv exaktni test. VyuZziva se
sestaveni kontingen¢ni tabulky — viz Tabulka 12, kde se zadavaji hodnoty S¢. Ng, N a S. Jiz
z této skutecnosti je zifejmé, ze tento test 1ze vyuzivat pouze pro Nei-Gojobori metodu. Dale je
tato metoda limitovand nizkymi hodnotami a pouze redlnymi ¢isly v tabulce, jelikoZ se pocitaji

faktorialy hodnot. T odpovida sumé S a N.

Tabulka 12: Fischeruv exaktni test, [2]

Fisheruv exaktni test

Synonymni mista |Nesynonymni mista |Suma
Synonymni zmény (@) Sq (b) S-Sq4 S
Nesynonymni zmény (€) Ng (d) N - Ny N
Suma S¢+ Ng T-Sq- Ng T

Pravdépodobnost ziskani konkrétniho vysledku ctyfpolni tabulky s danymi marginalnimi

cetnostmi lze vypocitat pomoci vzorce:

@Y @rp)ato b ra)
- - nlalblcld! '

(3.6)

(atp
Hlavni myslenkou Fisherova exaktniho testu je vypocet pravdépodobnosti, se kterou bychom
ziskali Ctyipolni tabulky stejné nebo vice vzdéalené od nulové hypotézy pii zachovani
pozorovanych margindlnich cCetnosti. Zachovani margindlnich cetnosti znamenda, Ze se
soustifedime pouze na situace, které odpovidaji stejnym cCetnostem jednotlivych variant
nahodnych veli¢in, jako jsou v originalni kontingen¢ni tabulce [2], [44].
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4. Realizace algoritmu

Pro softwarovou analyzu sekvenci byly naprogramovany funkce v programovém
prostiedi Matlab R2012b®. Pro uZzivatelsky snadn&jsi praci s algoritmy bylo vytvoieno prostedi
v Grafical User Interface (zkracené¢ GUI). Samotny program nese nazev Slekcni tlak.m.

Uzivatelska prirucka programu je ptipojena k praci jako ptiloha.

Obecné blokové schéma vytvoieného algoritmu:

Vybér informaci ze
Nacteni sekvenci ve sekvenci — nazev, -
> »| Zarovnani sekvenci
formatu GenBank CDS, nt sekvence,
aa sekvence nwalign
nazev multialign
CDS
nt sekvence
aa sekvence
Vypocet  analyzy - —
- X o Ptedzpracovani
Zobrazeni vysledk |« selek¢niho tlaku a e ) <
dat sekvenci
Z-test
Nei-Gojobori pievod na ¢isla
Li-Wu-Luo vytvoreni oken
Comeron

4.1. Vstupni parametry k analyze

Pro zpracovani analyzy programem jsou nutné sekvence z vefejnych databazi — napt.
National Center for Biotechnology Information (zkracené NCBI). Veskeré sekvence musi byt
ulozeny v souboru typu GenBank s koncovkou souboru *.gb . V souboru tohoto typu jsou
veskeré podstatné informace, které jsou k analyze potiebné — nazev, nukleotidova a
aminokyselinovd sekvence, CDS oblasti exonii sekvence kodujici urcity protein, potadi

inicializa¢niho nukleotidu ptekladu.
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4.2. Predzpracovani sekvenci k analyze

Pfed samotnou analyzou, vypoctem distan¢nich vzdalenosti synonymnich a
nesynonymnich substituci a selekéniho tlaku, je zapotiebi sekvence z GanBank souboru
upravit. Z kazdé sekvence se pouzivaji pouze ¢asti kodujici ptislusny protein, takze dochazi

k ofiznuti sekvenci dle CDS oblasti.

Takto upravené sekvence jsou nasledné zarovnany dle aminokyselin. Program pracuje s vice
druhy zarovnani. Bud’'to se vyuziva zarovnani kazdé sekvence s kazdou s vyuzitim funkce
nwalign, kterd vyuziva k zarovnani globalni algoritmus Needleman-Wunsch [41] vzhledem
parametril — skdrovaci matice a sankci za vlozeni mezer. Dal§i moznosti zarovnani je funkci
multialign. Je vyuzita skorovaci matice BLOSUM (zkratka z anglického Blocks
substitution matrix) [42]. Jedna se o substitu¢ni matici mezi aminokyselinami. Defaultné je
nastavena na hodnotu 62 — zobrazena na Obrazek 10, ktera je také defaultni pro algoritmus
BLAST (zkratka z anglického Basic Local Alignment Search Tool) [43]. Tato hodnota
odpovida matici vytvotfené pouzitim sekvenci s podobnosti mensi nez 62%. Pokud se analyzuji
podobnéjsi sekvence, hodnota BLOSUM matice se zaddva vétsi. Naopak u méné podobnych
sekvenci se zadavaji hodnoty BOLSUM matice mensi. BLOSUM 62 je srovnatelna k druhé
pouzivané skorovaci matici PAM160 (zkratka z anglického nazvu Point accepted mutation).

c 9

s -1 4

T-1 1 5

P -3 -1-1 7

A 0 1 0-1 4

G-3 0-2-2 0 &

-3 1 0-2-2 0 &

D=3 0=1=1=2=1 1 &

E-4 0-1-1-1-2 0 2 5

-3 0-1-1-1-2 0 0 2 5

H-3-1-2-2-2-2 1-1 0 0 8

R-3-1-1-2-1-2 0-2 0 1 0 5

KE-3 ¢-1-1-1-2 ¢-1 1 1-1 2 5

M-1-1-1-2-1-3-2-3-2 0p-2-1-=1 5

I-1-2-1-3-1-4-3-3-3-3-3-3-3 1 4

L -1 -2 -1-3-1-4-3-4-3-2-3-2-2 2 2 4

v-1-2 0-2 0-3-3-3-2-2-3-3-2 1 3 1 4

F -2 -2 -2-4-2-3-3-3-3-3-1-3-3 0 0 0-1 &

Y =2 =2 =2 =3 =2 -3 -2 -3 -2-1 2-2-2-1=-1-1-1 3 7

W-2-3-2-4-3-2-4-4-3-2-2-3-3-1-3-2-3 1 211
C 5 T P A G W D E Q HEREMIILUVF ¥ W

Obrazek 10: Skorovaci matice BLOSUMG62, [42]

Po zarovnani proteinovych sekvenci byly dle zarovnani rozlozeny 1 nukleotidové sekvence.

Oblasti, ve kterych se pfi zarovnani vytvotili mezery, nebyly k vypocetni analyze vyuzity.
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Pro jednodussi programovou praci s daty jsou sekvence prevedeny na typ integer, neboli
IUPAC (zkratka anglického nazvu organizace International Union of Pure and Applied
Chemistry) pismenny zapis je preveden na Cisla dle Tabulka 13.

Tabulka 13: IUPAC kodové oznaceni a jejich ¢iselny ekvivalent

: IUPAC kédové | Ciselné

Nukleotid . .

oznaceni oznaceni
Adenin A 1
Cytosin C 2
Guanin G 3
Thymin T 4
Uridin (u RNA) u 4
Puriny (A a G) R 5
Pyrimidiny (T a C) Y 6
Keto-skupina (GaT) K 7
Amino-skupina (A aC) M 8
Silnd vazba (Ga () S 9
Slabdvazba (AaT) w 10
NeniA B 11
NeniC D 12
NeniG H 13
NeniT/U \Y 14
Jakykoliv nukleotid N 15
Mezera - 16
Neznamy * 0

4.3. Vypocet selekéniho tlaku

Pro samotnou analyzu jsou jiz data pfipravena — nactena, zarovnana a pievedena na
¢iselné vyjadieni nukleotidl. V této kapitole se popiSe princip algoritmi na vypocet selekéniho

tlaku, respektive parametra dn a ds pro vypocet selekce.

Sekvence se prochézi bud’ jako celek nebo v okné o velikosti, kterd je pfedem nastavena dle
zadani, s krokem 1 aminokyseliny, respektive 3 nukleotidii. Kazdd vybrana metoda, Nei-
Gojobori, Li-Wu-Luo ¢i Comeron, ma na vstupu dvojici analyzovanych sekvenci nebo jejich
¢ast vyfiznutou dle nastaveného okna. Déle pro mensi naro¢nost je na vstupu do metod i stejna
¢ast nukleotidového zapisu pfevedena na ¢isla. Mimo tyto parametry do metod vstupuje i typ
genetického kodu a implementovana databaze proménnych.

Diky implementované databazi proménnych se pii kazdém vyskytu nepocitaji stejné kodony

opakovang. Pomocnym skriptem je docileno toho, ze vSechny mozné triplety ve vSech
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genovych kodech maji pfedem propoctené parametry. Jelikoz mame 64 moznych tripleti — 4
mozné nukleotidy na prvni pozici, 4 mozné nukleotidy na druhé pozici a 4 mozné nukleotidy
na tieti pozici v tripletu — a 17 riznych genetickych kodi, byly vytvofeny struktury, ve kterych
se dohledava potiebny vysledek indexaci. Pro metodu Nei-Gojobori je piedptipraveno 1088
hodnot proménné s. Pro metody Li-Wu-Luo a Comeron je vypocteno 3264 hodnot parametru
Li se tfemi stupni, respektive 4352 hodnot pro parametr Li se étyfmi stupni. Vypocet hodnot L;
byl zjednodusen faktem, ze k metodé Comeron bylo zapotiebi pouze rozlisit dvojité-
degenerativni tfidu vypoctenou jiz k metodé Li-Wu-Lou na dalsi dvé podtiidy, jinak hodnoty

zustavaly stejné.

Pro indexaci u pfedem vypoctenych hodnot (S a Li) se vyuzivaji pozice v tripletu nukleotidi a

jejich ekvivalentni ¢iselny zapis. Tudiz vyhledavani s hodnot je nasledujici a Lj obdobné:

datab hodnot s{prvni pozice v triplet, geneticky koéd} (druha

pozice v tripletu, treti pozice v tripletu)

Dale se v databazi nachdzi prostor pro ukladani vypocétenych hodnot pro proménné Sq, Ng U
Nei-Gojobori metody a pro uloZeni hodnot P a Q vypocitanych u metod Li-Wu-Luo a Comeron.
Jelikoz tyto hodnoty jsou podminéné jiz dvojici tripletii mezi sekvencemi, je tento prostor pied
prvnim vyuZzitim prazdny. Je pouze pfipravena struktura na ukladani v pribéhu analyz. Jelikoz
se mnohé dvojice tripletd v pribéhu vyuziti programu vyskytuji nékolikrat, timto krokem se
docili toho, Ze se jiZz nepocitaji opakovang, pouze se hodnoty vyhledaji v databazi vysledkd.
Vsech moznych kombinaci je 69632 (64 tripletti jedné sekvence ku 64 tripletii druhé sekvence
a 17 typt genetickych kodl), z toho divodu jiz nebyly tyto hodnoty vypocteny piedem.
Databaze se plni hodnotami postupné, dle vstupnich analyz od uzivateli. Pro jednodussi
indexaci v tomto piipad¢ byly jednotlivé mozné triplety indexovany a v databazi, ktera ma

podobu 3D matice, se jiz vyhledava pouze pomoci indexli dvojic tripletli a genetického kodu.

Nasledné se jiz dle zadanych vzorct dle metod vypoctou hodnoty ds a dn, jejich podil v podobé
vysledku selek¢niho tlaku w a dle varianci v§ech proménnych z-hodnota statistického testu.

4.4, Zobrazeni vysledku

Pro zobrazeni vysledki bylo vyuZito tabulek nebo graf. Zélezi na typu zvolené analyzy.
Pfi vyuZiti srovndni distanci synonymnich a nesynonymnich mist ¢i selekéniho tlaku vice
sekvenci naraz bez vyuziti prichodu okna, se vysledky zobrazuji v tabulkach srovnavajici
sekvence vzdjemné. Pokud je vyuzito analyzy se zadanim velikosti okna, jsou vysledky
selekéniho tlaku a distanci synonymnich a nesynonymnich mist zobrazeny v grafu, kde x-ova

soufadnice odpovidd pozici okna v sekvenci po zarovnani a y soufadnice udava velikost
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selek¢niho tlaku popiipadé distanci. Kazda metoda vypoctu je zobrazena jinou barvou v grafu.
Dle Z-testu jsou zelen¢ zvyraznéna mista, kde vysledek je signifikantni a dochazi se statistickou
pravdépodobnosti na hlading testu 5% k pozitivni ¢i negativni selekci. Dale je vyhodnoceno

procentudlni vyhodnoceni jednotlivych vysledku selekce dle jednotlivych metod.
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5. Data

K analyze selek¢niho tlaku bylo vyuzito dvou datovych sett DNA stazenych z vefejné
databaze NCBI ve formatu GenBank. V ramci prace se analyzovaly DNA riiznych genovych
kodi. Vyuzil se standardni geneticky kod a mitochondrialni kod obratlovcet.

Prvnim analyzovanym datovym setem jsou sekvence DNA kodujici gen BRCA1. V roce 1990
byla nachylnost genu pro rakovinu prsu mapovana pomoci genetické vazby na dlouhém rameni
chromozomu 17, v intervalu 17g12-21. Spojeni mezi rakovinou prsu a genetickych markri na
chromozomu 17q byla brzy potvrzena a byl pozorovan dikaz pro pienos nachylnosti rakoviny
prsu a vajeéniki. BRCAL gen byl nésledné identifikovan a bylo zji$téno, Ze obsahuje 24 exontl,
které koduji protein 0 velikosti 1863 aminokyselin. Zarode¢né mutace v BRCA1 jsou spojeny
s rakovinou prsu, rakoviny vajecniki a rakoviny vejcovodu. Rakoviny muzského prsu, rakovina
pankreatu, rakovina varlat a rakoviny prostaty muize byt také spojena s mutaci BRCAL.
Nicméné muzska rakovina prsu, rakovina pankreatu, rakovina prostaty jsou silngji spojeny s
mutacemi v BRCAZ2 [45].

Tabulka 14: Sekvence vybrané do datového setu genu BRCALI

Druh latinsky Druh desky Pristupové Cislo GenBank | Délka
sekvence

Homo sapiens Clovék moudry NM _007294.3 7224 bp
Bos taurus Tur doméci NM_178573.1 5550 bp
Canis lupus Pes domaci U50709.1 5637 bp
familiaris

Mus musculus Mys domaci U35641.1 5538 bp
Rattus norvegicus | Potkan obecny AF036760.1 5607 bp

Pro mitochondrialni kéd byl vytvofen datovy set celych mitochondrialnich DNA (zkracené
mMtDNA) vybranych jedincti — savcl. Jedna se o specificky druh DNA jednoducha na izolaci,
relativné maléd (lidska mtDNA ma velikost 16,6 kb) a cirkuldrniho typu. Struktura a genové
usporadani mtDNA je mezi savci zachovavana — viz Obrazek 11. Koduje 2 rRNA geny pro
mitochondrialni ribozomy (12S rRNA a 16S rRNA), 22 typu tRNA a mRNA pro syntézu 13
proteini — 3 podjednotek cytochromoxidazy, 2 podjednotky ATP syntazy, 7 podjednotek

33



NADH dehydorgenazy a cytochrom b. VSechny proteiny kédované mtDNA jsou soucasti

enzymového komplexu oxidativni fosforylace [47].
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.d-loop”
125 rRNA | Cytochrom b
Nt W T yd ]

) /'/-_E-E— \ Podjednotky

165 rRNA % NADH |
N 4 .. [dehydrogenazy

Al [ 22 gentl kédujicich tRNA L
Podjednoty /1 M| 13regiont ]
dehydrogendzy . | | kodujicich bilkoviny
/ Podjednotky
: NADH

\ ,\ dehydrogenazy
THE ; N F’ijed notky

cytochromoxidazy

Podjednotky Podjednotky
cytochromoxidézy ATP syntazy

Obrazek 11: Sav¢i cirkularni mtDNA s vyznaenim umisténi nékterych gend, [46]
Pro analyzu mtDNA byla zvolena ¢ast u v§ech sekvenci, ktera koduje cytochrom b. Jedna se o
centralni katalytickou podjednotku chinolinu. Podili se na vazb& chinonového substratu a je

zodpovédny za pienos trans-membranovych elektroni. Cytochrom b také obsahuje oblasti, na

které se vazi riizné inhibitory a chinonové antagonisté a inhibuji oxidoreduktazu [47].

Tabulka 15: Sekvence vybrané do datového setu mtDNA

Druh latinsky Druh desky Pristupové Cislo GenBank | Délka
sekvence
Homo sapiens Clovék moudry NC 012920.1 16569 bp
Homo sapiens | Neandertalec NC 011137.1 16565 bp
neanderthalensis
Pan paniscus Simpanz bonobo NC _001644.1 16563 bp
Pan troglodytes Simpanz uéenlivy NC 001643.1 16554 bp
Mus musculus Mys domaci JQ003190.1 16300 bp
Rattus norvegicus | Potkan obecny AC_000022.2 16300 bp
Canis lupus Pes domaci KF907307.1 16727 bp
familiaris
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6. Diskuze vysledki

K analyze v prvnim ptipad¢ se vyuzil jiz popsany datovy set genu BRCA1. Zobrazeny
jsou grafy vysledkl analyz selek¢niho tlaku sekvence Homo sapiens a ostatnich sekvenci, na

kterych se budou demonstrovat vysledky. Zbytek sekvenci bude zhodnoceno pouze statisticky.

Analyza sekvenci BRCA1 byla provedena se vstupnimi parametry velikosti standardniho okna
100 aminokyselin, 50 aminokyselin a 200 aminokyselin, nwalign zarovnani se skorovaci
matici BLOSUM62 a analyze podléhaly celé kodujici sekvence. Byl vyuzit standardni
geneticky kod. Vysledné grafy selekéniho tlaku a distanci synonymnich a nesynonymnich
substituci budou zobrazeny u sekvence organismu Homo sapiens a Bos taurus.

Grafické zobrazeni synonymnich a nesynonymnich distanci jsou zobrazeny na Obrazek 12.
Vysledky nesynonymnich distanci kopiruji vzajemné sviij vyvoj. U metody Comeron je vyssi
nez u ostatnich dvou metod. Naopak u vysledkii synonymnich distanci metody Comeron
nabyva nizsich hodnot. Li-Wu-Luo metoda vyhodnocuje synonymni distanci vy$$i neZ ostatni
metody. Tento trend byl pozorovan u vSech vysledku. Je to podloZzené i teoriemi metod. Li-Wu-
Luo metody oproti Nei-Gojobori bere v uvahu termina¢ni kodony ve vypocétech moznych
evolu¢nich cest jako nesynonymni, coz zvySuje hodnotu nesynonymni distanci. U metody
dvojité-degenerativni skupiny na dvé podskupiny. Na Obrazek 13, Obrazek 14 a Obrazek 15
jsou zobrazeny hodnoty podilil distanci, respektive vysledny selekéni tlak s vyznacenymi misty
odpovidajici pozitivni a negativni selekci. Pro porovndni jsou zobrazeny vysledky stejné
dvojice sekvenci pfi riizné velikosti okna — standardnich 100 aa, 50 aa a 200 aa. S vétsi velikosti
okna se vysledné hodnoty selek¢éniho tlaku snizuji. Statistickym testem dochazi k vétsi detekei
negativni selekce, jelikoZ se priméruje dlouhd cast sekvence. Naopak s malym oknem 50 aa
dochazi k vysledkiim, které¢ detekuji vyssi hodnoty selekéniho tlaku, smétuji k pozitivni selekei,
ale statisticky signifikantni vysledky jsou pouze v oblasti mezi 500 a 600 aa, kde se pouze u
takto malého okna objevila ¢ast podléhajici pozitivni selekci. VSechny tfi metody maji vyvoj
grafii vysledk selekéniho tlaku podobny. Metoda Comeron vykazuje vys$si hodnoty selekéniho
tlaku oproti zbylym metodam. Metoda Li-Wu-Luo naopak vykazuje niz§i hodnoty selekéniho
tlaku oproti ostatnim metodam. Tento trend je potvrzen 1 na grafech vysledk selekéniho tlaku
pro dvojici sekvenci Homo sapiens a Mus musculus - Obrazek 16 s velikosti okna 50 aa,
Obrazek 17 s velikosti okna 100 aa a Obrazek 18 s velikosti okna 200 aa.
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Obrazek 12: Vysledky synonymnich a nesynonymnich distanci mezi Homo sapiens a Bos

taurus — gen BRCAL, velikost okna 100 aa

Bos taurus breast cancer 1 (BRCAT), mRNA.

Wisledky analyzy selekEniho tlaku v okné o velikost 100 aminokyselin u sekvenci:

Homo sapiens breast cancer 1 (BRCAT), transcript variant 1, mRMA.
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Obrazek 14: Vysledky selekéniho tlaku mezi Homo sapiens a Bos taurus — gen BRCAL,
velikost okna 50 aa
Yysledky analjzy selekéniho tlaku v okné o velikost 200 aminokyselin u sekvenci:
Bos taurus breast cancer 1 (BRCAT), mRMNA,,
Horo sapiens breast cancer 1 (BRCAT), transcript variant 1, mRRNA,
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Obrazek 15: Vysledky selekéniho tlaku mezi Homo sapiens a Bos taurus — gen BRCAL,
velikost okna 200 aa
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SelekEni tlak

YWysledky analjzy selekéniho tlako v okné o velikost 50 arninokyselin u sekvenct
Homo sapiens breast cancer 1 (BRCAT), transcript variant 1, mRNA.,
Mus musculus Broal mRMA, complete cds.
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Obrazek 16: Vysledky selekéniho tlaku mezi Homo sapiens a Mus musculus — gen BRCA1,
velikost okna 50 aa

“Wisledky analjzy selekéniho tlaku v okné o velikost 100 aminokyselin u sekvencr
Homo sapiens breast cancer 1 (BRCAT), transcript variant 1, mRNA.,
Mus musculus Breal mRNA, complete cds.
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Obrazek 17: Vysledky selekéniho tlaku mezi Homo sapiens a Mus musculus — gen BRCA1,
velikost okna 100 aa
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YWysledky analjzy selekéniho tlaku v okng o velikost 200 aminokyselin u sekvenci:
Hormo sapiens breast cancer 1 (BRCAT), transcript variant 1, mRNA.,
Mus musculus Breal mRNA, complete cds.
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Obrazek 18: Vysledky selekéniho tlaku mezi Homo sapiens a Mus musculus — gen BRCA1,
velikost okna 200 aa

Pti vypoctech selekéniho tlaku byly nalezeny mista, kde se nemohl vypocitat, jelikoz ze vztahu
pro selekéni tlak — viz rovnice (1.4) — je ziejmé, Ze nelze délit 0. Pokud metody vypocitaly
nulovou hodnotu pro synonymni distanci ds, nebyl v takovém piipadé zadny vysledek selekce
pro takovou oblast. Tato skutecnost 1ze vidét u vysledki selekéniho tlaku mezi Homo sapiens
a Canis familiaris s parametrem velikosti okna 100 aa v oblasti se sttedem okna mezi 230 a 310
aa — viz Obrazek 19 a vyfez oblasti na Obrazek 21. Na Obrazek 20, respektive vyfezu na
Obrazek 22, jsou zobrazeny vysledné hodnoty distanci, kde vysledky synonymnich distanci
vSech metod vychazi 0. Pii zméné velikosti okna dochazi k tomu, Ze pfi zmenseni okna je oblast
bez vysledki selekéniho tlaku vétsi — viz Obrazek 23 a vyfez oblasti Obrazek 24, naopak pfi
vétsim okné tento jev nebyl zaznamenan — viz Obrazek 25 a vyfez oblasti Obrazek 26. Timto
bylo dokézéano, Ze pokud se jedna o problém, kde synonymni substituce neni vypoctena, ani
jedna metoda nevyhodnotila situaci odlisn¢.
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Wysledky analyzy selekéniho tlaku v okné o velikost 100 aminokyselin u sekvenci:
Homo sapiens breast cancer 1 (BRCAT), transcript variant 1, mRMNA.,
Canis familiaris BRCA1 homolog gene, complete cds
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Obrazek 19: Vysledky selekéniho tlaku mezi Homo sapiens a Canis familiaris — gen BRCAL,

distance

velikost okna 100 aa

Wisledky analyzy distanci v okné o velikosti 100 aminokyselin u sekvenci.
Homao sapiens breast cancer 1 (BRCAT), transcript variant 1, mRMNA. |
Canig familiaris BRCA1 homolog gene, complete cds.
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Obrazek 20: Vysledky synonymnich a nesynonymnich distanci mezi Homo sapiens a Canis
familiaris — gen BRCAL, velikost okna 100 aa
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Selekeni tlak

“ysledky analyzy selekéniho tlaku v okné o velikost 100 aminokyselin u sekvenci:
Homo sapiens breast cancer 1 (BRCAT), transcript variant 1, mRMNA.,
Canis familiaris BRCAT hornolog gene, complete cds
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Obrazek 21: Vysledky selekéniho tlaku mezi Homo sapiens a Canis familiaris — gen BRCAL,

velikost okna 100 aa, vyiez oblasti 230 — 320 aa

Yysledky analyzy distanci v okné o velikosti 100 aminokyselin u sekvenci:
Homo sapiens breast cancer 1 (BRCAT), transcript variant 1, mRNA,,
Canis familiaris BRCAT homolog gene, complete cds.
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Obrazek 22: Vysledky synonymnich a nesynonymnich distanci mezi Homo sapiens a Canis

familiaris — gen BRCA1, velikost okna 100 aa, vyfez oblasti 230 — 320 aa
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Selekéni tlak

Wysledky analyzy selekéniho tlaku v okné o velikost 50 aminokyselin u sekvenci
Homo sapiens breast cancer 1 (BRCAT), transcript variant 1, mRMNA. |
Canis familiaris BRCAT homolog gene, complete cds.
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Obrazek 23: Vysledky selekéniho tlaku mezi Homo sapiens a Canis familiaris — gen BRCAL,

Selekini tlak

velikost okna 50 aa

Wysledky analyzy selekéniho tlaku v okné o velikost 50 aminokyselin u sekvenci
Horno sapiens breast cancer 1 (BRCAT), transcript variant 1, mRMNA,
Canis familiaris BRCA1 homolog gene, cormplete cds.
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Obrazek 24: Vysledky selekéniho tlaku mezi Homo sapiens a Canis familiaris — gen BRCAL,

velikost okna 50 aa, vyfez oblasti 230 — 320 aa
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YWysledky analyzy selekéniho tlaku v okné o velikost 200 aminokyselin u sekvenci:
Homo sapiens breast cancer 1 (BRCAT), transcript variant 1, mRMA,
Canis familiaris BRCAT homoloyg gene, complete cds
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Obrazek 25: Vysledky selekéniho tlaku mezi Homo sapiens a Canis familiaris — gen BRCAL,
velikost okna 200 aa
wWisledky analyzy selekéniho tlaku v okné o velikost 200 aminokyselin u sekvenci:
Homao sapiens breast cancer 1 (BRCAT), transcript variant 1, mRNA.,
Canis familiaris BRCAT hamalog gene, complete cds
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Obrazek 26: Vysledky selekéniho tlaku mezi Homo sapiens a Canis familiaris — gen BRCAL,

velikost okna 200 aa, vytez oblasti 230 — 320 aa

Pro vyhodnoceni vérohodnosti vysledkli jednotlivych metod s riznymi velikostmi okna (50,
100 a 200 aa) byla procentualni zastoupeni oblasti, kde dochéazelo k pozitivni, respektive
negativni selekci, zanesena do tabulky a zobrazena graficky — viz nasledujici piilohy.
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Tabulka 16: Procentualni zastoupeni oken s detekci pozitivni selekce u datového setu BRCA1 [%]

Homo sapiens -

Homo sapiens -

Homo sapiens -

Homo sapiens -

Bos taurus -

Bos taurus - Mus

Bos taurus -

Canis familiaris -

Canis familiaris -

Mus musculus -

Bos taursu Canis familiaris  |Mus musculus Rattus norvegicus |Canis familiaris  |musculus Rattus norvegicus |Mus musculus Rattus norvegicus |Rattus norvegicus
Velikost okna 50 aa
Nei-Gojobori 0,00 0,82 1,75 0,00 0,00 0,00 0,22 0,00 0,00 0,23
Li-Wu-Luo 0,00 0,00 1,09 0,05 0,00 0,11 0,16 0,00 0,00 0,06
Comeron 0,22 2,40 2,74 1,59 0,16 0,16 1,64 0,44 0,76 1,80
Shoda 0,00 0,00 1,04 0,00 0,00 0,00 0,16 0,00 0,00 0,00
Velikost okna 100 aa
Nei-Gojobori 0,00 3,25 1,86 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Li-Wu-Luo 0,00 1,51 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Comeron 0,00 3,75 3,32 0,90 0,00 0,00 1,12 0,00 0,56 0,00
Shoda 0,00 1,51 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Velikost okna 200 aa
Nei-Gojobori 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Li-Wu-Luo 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Comeron 0,00 0,36 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Shoda 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Tabulka 17: Procentualni zastoupeni oken s detekci negativni selekce u datového setu BRCA1 [%]
Homo sapiens - |Homo sapiens - |Homo sapiens - |Homo sapiens -  [Bos taurus - Bos taurus - Mus |Bos taurus - Canis familiaris - |Canis familiaris - [Mus musculus -
Bos taursu Canis familiaris  |Mus musculus Rattus norvegicus |Canis familiaris |musculus Rattus norvegicus |Mus musculus Rattus norvegicus |Rattus norvegicus
Velikost okna 50 aa
Nei-Gojobori 13,27 20,44 4,70 6,67 18,96 4,65 6,38 7,24 9,36 20,74
Li-Wu-Luo 17,11 26,38 12,09 9,62 21,85 13,94 11,03 13,72 16,59 22,32
Comeron 12,95 15,53 15,15 9,13 17,71 17,16 15,34 20,42 22,36 18,21]
Shoda 7,63 12,86 4,27 3,45 11,66 3,50 3,93 6,70 7,40 15,56
Velikost okna 100 aa
Nei-Gojobori 32,94 42,97 21,09 22,20 36,92 20,90 27,27 22,78 25,17 43,10
Li-Wu-Luo 47,83 61,12 49,04 48,29 68,18 43,88 48,49 47,62 51,57 48,32
Comeron 24,59 27,06 21,71 17,31 30,87 27,47 24,35 37,21 36,63 33,93
Shoda 22,22 26,67 17,55 10,68 27,45 16,01 16,22 21,21 23,15 33,93
Velikost okna 200 aa
Nei-Gojobori 62,52 68,90 50,36 52,17 61,84 37,50 52,02 40,37 45,91 76,72
Li-Wu-Luo 77,82 80,53 88,14 84,28 89,50 80,60 85,26 96,92 90,64 84,05
Comeron 36,04 32,23 40,35 36,57 50,33 26,49 38,76 51,04 43,01 47,23
Shoda 35,92 32,23 38,08 32,16 49,50 21,31 34,13 33,14 34,66 47,23
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Na nasledujicich grafech je zaneseno, kolik procent oken ze vSech byly dle statistického z-testu
vyhodnoceny s pozitivni ¢i negativni selekci. Pozitivni selekce méla u genu BRCAI a
vybrané¢ho datového setu malé procentudlni zastoupeni. Nejvice oblasti s pozitivni selekci se
objevovalo u vypoc¢ti mezi druhy Homo sapiens a Mus musculus. U okna velikosti 50 aa byly
u této dvojice sekvenci nejvetsi procentuadlni hodnoty pozitivni selekce u vSech téi metod (NG
=1,75%, LWL = 1,09%, COM = 2,74% se shodou v 1,04% oken). Pii zvétseni okna na 100 aa,
jiz metoda Li-Wu-Luo nezobrazila zddnou pozitivni selekci u této dvojice. Nybrz se pii této
velikosti okna objevilo vice oken s pozitivni selekci u dvojice Homo sapiens a Canis familiaris
(u okna 50 aa — NG = 0,82%, LWL = 0,00%, COM = 2,40%; u okna 100 aa — NG = 3,25%,
LWL = 1,51%, COM = 3,75 se shodou v 1,51% oken). U okna velikosti 200 aa se objevila
pozitivni selekce pouze opét u dvojice sekvenci Homo sapiens a Canis familiaris, ale pouze u
metody Comeron — 0,36% oken.

Vice pozitivni selekce se objevuji u metody Comeron, naopak nejméné oblasti s pozitivni
selekci uréuje metoda Li-Wu-Luo. Shoda oken, ve kterych v§echny metody detekovali pozitivni
selekei, je téméf shodna s Li-Wu-Luo metodou. Dalo by se fict, ze pokud byla pozitivni selekce

ur¢ena metodou Li-Wu-Luo, ostatni metody taktéz tato okna oznacily za pozitivni selekcli.

¢ Detekce pozitivni selekce v oknech o velikosti 50 aa u BRCA1
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Obrazek 27: Detekce pozitivni selekce v oknech o velikosti 50 aa u BRCAL
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Detekce pozitivni selekce v oknech o velikosti 100 aa u BRCA1
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Obrazek 28: Detekce pozitivni selekce v oknech o velikosti 100 aa u BRCA1
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Obrazek 29: Detekce pozitivni selekce v oknech o velikosti 200 aa u BRCA1
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Pti statistickém vyhodnoceni negativni selekce jsme pozorovali, Ze roste procentualni
zastoupeni oken s potvrzenou negativni selekci s velikosti okna. Metody Li-Wu-Luo a Nei-
Gojobori detekuji poméerove podobné oblasti u okna o velikosti 50 1 100 aa. Potvrzena negativni
selekce u dvojice sekvenci Homo sapiens a Canis familiaris jsou dle okna zvétSujici se — pro
50 aa okno: NG = 20,44% oken, LWL = 26,38% oken, COM = 15,53% oken se shodou 12,86%
oken; pro okno 100 aa: NG = 42,97% oken, LWL = 61,12% oken, COM = 27,06% oken se
shodou 26,67% oken; pro okno o velikosti 200 aa: NG = 68,90% oken, LWL = 80,53% oken,
COM = 32,23% oken se stejnou shodou taktéz 32,23% oken. Hodnoty metody Comeron jsou u
velikosti okna 50 a 100 aa bez zavislosti na ostatni metody. U velikosti okna 200 aa je ziejmé,
ze vysledky metod Comeron a Li-Wu-Luo kopiruji priibéh, ale metoda Comeron statisticky
uruje méné negativnich selekci nez druha metoda. Je mozné, Ze je to zpisobeno i moznou
neptesnou detekci u této metody pro malé sekvence u malych oken. Na druhou stranu u velikosti
okna 200 aa jsou mensi vysledky oproti metod¢ Li-Wu-Luo zptsobené rozsitenim dvojité-
degenerativni skupiny. Naptiklad dvojice Bos taurus a Canis familiaris maji hodnoty vysledka
testt — pro okno 50 aa: NG = 18,96% oken, LWL = 21,85% oken, COM = 17,71% oken se
shodou 11,66% oken; pro okno 100 aa: NG = 36,92% oken, LWL = 68,18% oken, COM =
30,87% oken se shodou 27,45% oken; pro okno o velikosti 200 aa: NG = 61,84% oken, LWL
= 89,50% oken, COM = 50,33% oken se shodou 49,50% oken.

Detekce negativni selekce v oknech o velikosti 50 aa u BRCA1
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Obrazek 30: Detekce negativni selekce v oknech o velikosti 50 aa u BRCA1
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Detekce negativni selekce v oknech o velikosti 100 aa u BRCA1
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Obrazek 31: Detekce negativni selekce v oknech o velikosti 100 aa u BRCAL
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Obrazek 32: Detekce negativni selekce v oknech o velikosti 200 aa u BRCAL
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U analyzy genu mtDNA pro cytochrom b z datového setu byly vSechny hodnoty pozitivni
selekce nulové. Mezi sekvencemi nedochazelo k upeviiovani pozitivnich vlastnosti sekvence.
Z toho divodu se zde ani neobjevuji tabulky ¢i grafy pro tento typ selekce. Zamétime se tedy
pouze na popis vyvoje negativni selekce u tohoto genu — viz grafy na Obrazek 40, Obrazek 41
a Obrazek 42 a hodnoty v Tabulka 18.

Opét mizeme i u tohoto genetického kodu, ktery odpovida mitochondridlnimu kodu obratloveti,
pozorovat, ze s rostouci velikosti okna se zvySuje procentudlni zastoupeni oblasti statisticky
potvrzenych jako oblasti s negativni selekci. Pti okné 100 aa a 200 aa dosahuji hodnoty 100%.
Je to zplisobeno tim, ze velikosti sekvenci po zarovnani maji velikost 380 aa, které po kroku o
jednu aminokyselinu prochazi velké okno. Ctvrtina, respektive skoro polovina sekvence je
oknem analyzovand naradz. Pro predstaveni jsou i zde zobrazeny prubéhy selekéniho tlaku pro
jednu dvojici — Pan paniscus a Pan troglodytes, u které byla zména hodnot negativni selekce
s ruznymi okny nejvétsi — viz Obrazek 33, Obrazek 34 a Obrazek 35. Je ziejmé, ze diky vétsimu
oknu se priméruji informace ze sekvence, a z toho diivodu se celé sekvence posléze u velkého
okna jevi jako 100% negativné selektivni. Tato dvojice u okna 50 aa vykazovala negativni
selekci u metod NG = 27,49% oken, LWL = 32,02% oken, COM = 36,56% oken se shodou
26,86% oken, u okna o velikosti 100 aa byla negativni selekce stanovena u metod NG =95,38%
oken, LWL = 98,93% oken, COM = 87,54% oken se shodou 87,54% oken a u okna o velikosti
200 aa byla stanovena negativni selekce u v§ech metod 100% oken — viz Tabulka 18. Podobny

vyvoj byl 1 u ostatnich dvojic mtDNA sekvenci pro gen cytochromu b z datového setu.

Wysledky analjzy selekéniho tlaku v okné o velikost 50 aminokyselin u sekvenci:
Pan paniscus mitochondrion, complete gename.
Pan troglodytes mitochondrion, complete genome

neutralnf selekce

metoda NG

metoda LWL

metoda COM

Pozitivni selekce potvrzena Z-testem
— Degativnl selekce potvrzena Z-testem

0a-

Selekini tlak

04~

02~ :
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Pazice v sekvenci [aa]

Obrazek 33: Vysledky selekéniho tlaku mezi Pan paniscus a Pan troglodytes — gen
cytochromu b z mtDNA, velikost okna 50 aa

49



Yysledky analyzy selekéniho tlaku v okné o velikost 100 aminokyselin u sekvenci:
Pan paniscus mitochondrion, complete genome.,
Pan troglodytes mitochondrion, complete genorme.

1
08~
neutralni selekce
E metada NG
Z gk metoda LyWL
metoda COM
& Pozitivni selekce potvzens Z-testem
= egativni selekce potwrzena Ztestem
0.4+
02+
i | | | 1 1 1 1
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Pozice v sekvenci [aa]
7 N , ~_o s . H
Obrazek 34: Vysledky selekéniho tlaku mezi Pan paniscus a Pan troglodytes — gen
cytochromu b z mtDNA, velikost okna 100 aa
Wisledky analyzy selekéniho tlaku v okné o velikost 200 aminokyselin u sekvenci:
Pan paniscus mitochondrion, complete genome.,
Pan troglodytes mitochondrion, complete genome.
1
08
neutralni selekce
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&5 Pozitivn| selekce potwrzena Z-testem
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Obrazek 35: Vysledky selekéniho tlaku mezi Pan paniscus a Pan troglodytes — gen
cytochromu b z mtDNA, velikost okna 200 aa

Odlisnost je zfejma u dvojice sekvenci Homo sapiens a Homo sapiens neanderthalensis. Jelikoz
se jedna o piimé piedky, dalo by se pfedpokladat, Ze v pribéhu evoluce doslo k pozitivni

selekci, ktera ale pouzitymi metodami v tomto pfipad¢ nebyla viibec potvrzena. Na druhou
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stranu negativni selekce v pripad¢ zddné zde prezentované analyzy a zadné velikosti okna
nedosahovala 100%. Zbylé procento oken tedy podléhalo dle vysledkii metod neutralni selekci.
U okna 50 aa se ale u této dvojice nedd presn¢ interpretovat jejich vysledek, jelikoz po zhlédnuti
samotného prubéhu vysledki selek¢éniho tlaku a distanci — viz Obrazek 36 a Obrazek 37, Ize
pozorovat, ze u nckolika usekii nebyl stanoven selekcni tlak, jelikoz hodnoty distanci
odpovidaly nule u vSech metod. Pfi zvétSeni okna na 100 aa se jiz tyto useky propocitaly diky
zprumérovanim vétsiho useku sekvence — viz Obrazek 38 a Obrazek 39, ale jak jiz bylo

zminéno, diky tomu Ize pfijit o skrytou informaci ve velice kratkém useku sekvenci.

Wysledky analyzy distanci v okné o velikasti 50 aminokyselin u sekvenci:
Homo sapiens mitochondrion, complete genarme.
Homao sapiens neanderthalensis mitochondrion, complete genome
n1a T T T T T T
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metada NG - synonymni distance
metoda NG - nesynonyrnnf distance
metoda LWL - synonymni distance
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— retada COM - synonyrni distance
metada COM - nesynonymni distance
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Obrazek 36: Vysledky synonymnich a nesynonymnich distanci s velikosti okna 50 aa mezi
Homo sapiens a Homo sapiens neanderhalensis — gen cytochromu b z mtDNA
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“Wisledky analyzy selekéniho tlako v okné o velikost 50 aminokyselin u sekvenci:
Homo sapiens mitochondrion, complete genome.,
Hormo sapiens neanderthalensis mitochondrion, complete genorme.
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Obrazek 37: Vysledky selekéniho tlaku s velikosti okna 50 aa mezi Homo sapiens a Homo
sapiens neanderhalensis — gen cytochromu b z mtDNA
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Obrazek 38: Vysledky synonymnich a nesynonymnich distanci s velikosti okna 100 aa mezi
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YWisledky analyzy selekEnfho tlaku v okné o velikost 100 arinokyselin u sekvenci:
Homo sapiens mitochondrion, complete genome. ,
Homao sapiens neanderthalensis mitochondrion, complete genome.
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Obrazek 39: Vysledky selekéniho tlaku s velikosti okna 100 aa mezi Homo sapiens a Homo
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Obrazek 40: Detekce negativni selekce v oknech o velikosti 50 aa u Cytochromu b
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Obrazek 41: Detekce negativni selekce v oknech o velikosti 100 aa u Cytochromu b
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Obrazek 42: Detekce negativni selekce v oknech o velikosti 200 aa u Cytochromu b
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Tabulka 18: Procentualni zastoupeni oken s detekci negativni selekce u datového setu mtDNA — Cytochrom b [%)]

Homo sapiens -
Homo sapiens

Homo sapiens -

Homo sapiens -

Homo sapiens -

Homo sapiens
neanderthalensis -

Homo sapiens
neanderthalensis -

Homo sapiens
neanderthalensis -

Pan paniscus -

Pan paniscus -

Pan troglodytes -

neanderthalensis |Pan paniscus Pan troglodytes |Mus musculus Pen paniscus Pan troglodytes |Mus musculus Pan troglodytes |Mus musculus Mus musculus

Velikost okna 50 aa

Nei-Gojobori 1,81 86,71 67,07 70,18 89,43 65,56 66,57 27,49 77,71 69,88

Li-Wu-Luo 2,11 94,56 75,83 73,49 98,68 78,55 65,66 32,02 75,30 64,76

Comeron 3,62 96,07 75,83 96,39 94,56 75,83 93,67 36,56 95,78 96,39

Shoda 1,81 84,59 64,65 56,93 88,52 65,56 50,90 26,89 66,27 57,23
Velikost okna 100 aa

Nei-Gojobori 29,54 100,00 98,93 96,10 100,00 97,86 93,62 95,38 100,00 100,00

Li-Wu-Luo 30,96 100,00 98,93 98,60 100,00 97,86 95,74 98,93 96,10 100,00

Comeron 22,06 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 97,16 87,54 98,58 100,00

Shoda 22,06 100,00 98,93 94,68 100,00 97,86 89,36 87,54 96,10 100,00
Velikost okna 200 aa

Nei-Gojobori 88,40 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

Li-Wu-Luo 88,40 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

Comeron 61,33 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

Shoda 61,33 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
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1.74aver

Vystupem diplomové préace je software vytvoreni v programovém prostiedi MATLAB
pro vypocet selekéniho tlaku tfemi riznymi metodami — Nei-Gojobori, Li-Wu-Luo a Comeron.
Tyto metody az na posledni jsou jiz v bioinformatickém toolboxu zahrnuty, ale v tomto
programu byly naprogramovany dle originalnich ¢lanka autorti. Pro uZzivatelské vyuziti je
k softwaru jednodussi prostifedi v GUI. Lze jednoduse nastavovat vstupni parametry — vybér
metod, sekvenci z vefejnych databazi, dvoji typ zarovnani sekvenci, skorovaci matice,
geneticky kod sekvenci, velikost okna i vyiez sekvenci. Vystupem jsou hodnoty selek¢niho
tlaku, grafy oblasti s hodnotami selek¢niho tlaku a zvyraznénych statisticky signifikantnich
oblasti urcitého typu selekce. Pro lepsi pochopeni a analyzu vysledkli 1ze zobrazit i distance

synonymnich a nesynonymnich zmén.

Pro vytvofeni téchto algoritmli bylo zapotiebi vypracovat literarni resersi k dané tématice.
Zakladem problematiky selekce jsou informace z molekularni evoluce. PfedevSim jsme se
zamétili na strukturu genll, popsali jsme si proteosyntézu a rozebrali jsme rozdily mezi
genetickymi kody, které ovliviiuji vysledny pieklad z nukleotidi na aminokyseliny. Pro

vysvétleni synonymnich a nesynonymnich mutaci jsme si vysvétlili samotné genové mutace.

Ditlezit¢ bylo rozebrat si evoluci zpiisobenou vybérem, respektive praveé selekci. Bylo
vysvétleno na matematickém zéaklad¢, jaké hodnoty odpovidaji negativni, pozitivni ¢i neutralni

selekci a co jednotlivé stavy znamenayji.

Nasledovala ¢ast zabyvajici se samotnymi matematickymi modely vypoctu selekéniho tlaku.
Byly popsany tfi metody vypoctu selekéniho tlaku, které jiz byly zminény. Matematické
vypocty byly demonstrovany na smys$lenych jednoduchych piikladech pro jistotu pochopeni.
K matematickym zakladim metod se pfipojily jest¢ informace o matematickych modelech
evolucnich distanci — Jukes-Cantor a Kimura, kterymi jsou modely aproximovany. Ke v§em
matematickym krokim byly popsany i vypocty jejich variance, ktera je dilezita pro statistické

vyhodnoceni vysledk.

Samotna kapitola byla vénovana prave statistickému vyhodnoceni selekéniho tlaku. Abychom
statisticky potvrdili pozitivni ¢i negativni selekci, byly tyto stavy zadany jako alternativni
hypotézy Z-testu. Pomoci jeho vysledkli jsme na hladin€ vyznamnosti 5% mohli pfi
oboustranném testu potvrzovat pozitivni ¢i negativni selekci. Zminili jsme se 1 o Fisherové

exaktnim testu, ktery ale nebyl v této praci vyuzit.
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Jednoduse jsme si piedstavili hlavni funkce realizovaného softwaru na detekci selekce.
Zajimavosti programu je piidruzena databaze, kterd pred prvnim pouzitim jiz obsahuje pfedem
vypoctené nékteré parametry pro vSechny triplety vSech pouzivanych genetickych kodu. Zbytek
parametr je pfi prvnim vypoctu zapsan do databaze a jiz se nadale nikdy nepocitaji, pouze se
Z databaze vyhledavaji.

Nakonec jsme tento software vyuzili na dvou datovych setech — jeden se sekvencemi se
standardnim genetickym kodem a druhy se sekvencemi s mitochondridlnim genetickym kédem
obratlovcl. Na nekterych vysledcich jsme si demonstrovali urcitd uskali, kterd pii vypoctu
selekéniho tlaku mtzou nastat. Vyzkouseli jsme vSechny metody selekce popsané v praci a
zkousSeli jsme rozdilnost vysledki s nastavenim rizné velikosti okna. Pfi této zkouSce metod
jsme vynesly graficky, kolik oken metody detekovali jako pozitivni nebo negativni selekci a
porovnali metody vuci sobé. V kolika oknech byl jejich vysledek shodny.
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Grafical User Interface)

62



P¥ilohy

Priloha ¢. 1 — Manual programu

Program pro analyzu selekéniho tlaku byl naprogramovan v prostiedi Matlab R2012b®.
Soucasti programu jsou soubory: Slekcni tlak.m a databaze.mat. Program
Selekcni tkal.m obsahuje veSkeré potiebné funkce pro vytvofeni analyzy. MAT File
databaze.mat obsahuje databaze vysledkli proménnych pro samotnou analyzu a ukladaji

se do ni nove vypoctené vysledky parametrt, které jsou vypocteny v pribéhu dalSich analyz.

B Selekeni_tlak - X
— Vybér metody——— Zarovnani sekvenci. Vysledky
Natti sekvence [ neiGojobori (® Dvojice [[] Hodnoty selekéniho tiaku
[ Li-wu-Luo Viechny sekvence [[] Hodnoty Ds a Dn
Vyberte sekvence k analyze [ Jcomson
seznam sekvenci ze soubori A
Skorovaci matice BLOSUM 62 UG TEHESE L]
zobrazi se velikost oken A
Vybeér typu genetického kédu
1 Standardni v
Pocatek analyzy - poradi kodonu v
v o ,
Konec analyzy - poradi kedonu
Spustit analyzu ‘l J 'I

Vytvoreni nového databazového souboru

Obrazek 43: Uzivatelské prostiedi programu

Pro samotné spusténi uzivatelského prostfedi GUI je nutné oteviit a nasledné spustit
Selekcni tlak.m Vv programu Matlab®.
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Nacist sekvence je zapotiebi tlacitkem ,,Nacti sekvence™ vlevo nahoie na Obrazek 43. Po
Kliknuti se objevi prohlize¢ souborti — viz Obrazek 44, ve kterém si uzivatel vybere soubory
typu GenBank s koncovkou souboru *.gb. Je mozné oznacit i vice soubord najednou, pokud

jsou stazeny sekvence zvlast. Upozoriuji, Ze predeslé nahrané sekvence budou z programu

smazany.
u Vyber gb soubor se sekvencemi X
™ v O Prohledat 0
Uspoiddat « Nova slozka = v+ 1 ©
~
v’ v’ v’ v’ v’ v’
BCA_hum.gb BCA_Pantroglody BRCAl.gb Comeron.gb Copy_of_sequenc sequence.gb
tes.gb e.gb
v
Nazev souboru: ['BCA_hum.gb‘ “BCA_Pantroglodytes.gt vi (*.gb) ~
Oteviit Zrudit

Obrazek 44: Prohlize¢ soubort se soubory GenBank se sekvencemi
Dalsim krokem ke spravnému nastaveni programu je vybér sekvenci, které byly nahrany.
Uzivatel si mize ze seznamu nazvu sekvenci z GenBank souborii — viz Obrazek 46 — vybrat
dvé az vSechny sekvence. Pro vybér vice sekvenci lze pouzit tah mySi nebo klikem mysi
s pridrzenim klavesy Ctrl. Modfe oznacené sekvence budou vstupovat do analyzy. Pokud se
nachazi vice genti v zadané sekvenci, program vyzve se seznamem v§ech gend, které v sekvenci

nalezl, aby si uzivatel vybral ten, ktery chce z dané sekvence analyzovat — viz Obrazek 45.
)| - x

Vyberte gen = genomu

. mitochondrion Homo sapiens
Vyberte sekvence k analyze neanderthalensis (Neandertal)

NADH dehydrogenase subuniisd

Bos taurus breast cancer 1 (BRCAT)EES NADH dehydrogenase subun
Homo sapiens breast cancer 1 (BRCS ﬁﬂcnrﬂmewxgﬂsesugun
. e . oCcnrome C oxXigase subun
Cani=s familiari= BRCA1 homolog gene ATP synthase FO subunit 8
Mus musculus Breal mRNA, complets ATP synthase FO subunit
. cytochrome ¢ oxidase subun
Rattus norvegicus BRCAT mRNA, cor NADH dehydrogenase subun
Pongo pygmasus breast cancer type NADH dehydrogenase subun
NADH dehydrogenase subun

NADH dehydrogenase subun
NADH dehydrogenase subun

cytochrome b
W
€ >
Obrazek 46: Vybér sekvenci k analyze v
< >
Cancel

Obrazek 45: Vybér genu
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Ke spravnému vypoctu je zapotiebi vybrat, o jaky geneticky kod se u sekvenci jedna.
V rolovacim menu je na vybér ze sedmnacti riznych genetickych kodi, které jsou oznaceny
uzivanymi ¢isly dle [37] a ¢eskym piekladem. Pokud se nevybere spravny geneticky kod, mtize
dojit ke Spatnym vysledkiim. Tuto informaci si musi uzivatel u kazdého souboru sekvenci
zajistit sam.

Wybér typu genetického kodu

1 Standardni -

1 Standardni

2 Mitochondrialni obratlowved

3 Mitochondrialni kvasinek

4 Mitochondrialni plisni, prvokd, Zahaved a mycoplasma
& Witochondridini bezobrathych

G Malewnici, Dasycladophyceae, Hexamita

g Mitochondrialni ostnokoZed a plogténcd

10 Euplotidae

11 Bakterialni a rostlinné plastidy

12 Alternativni jaderna kvasinek

13 Mitechondrialni sumkd

14 Mitochondriaini ploSténcd

15 Blepharizsma

16 Mitochondriaini zelenivek

21 Mitochondridini motolic

22 Mitochondridini Fetizovek

23 Mitochodnrialni labyrintuby fadu Thraustochytriales

Obrazek 47: Vybér typu genetického kodu

Dilezitym parametrem, ktery si uZivatel miZze zatrhnout, je typ metody, kterou bude program
pocitat. Ma na vybér z metod — Nei-Gojobori, Li-Wu-Luo a Comeron. Pro spusténi musi byt

vybréna alespoi jedna metoda. Mohou byt vybrany vSechny tii.

Pti vybéru vice jak dvou sekvenci ze seznamu se zpiistupni moZnost vybrat si, zdali uzivatel
chce sekvence zarovnavat globalnim algoritmem Needleman-Wunsch kazdé dvé sekvence pfi
vybéru ,,Zarovnani sekvenci® — ,,Dvojic* nebo zdali si vybere ,,VSechny sekvence* a chce
zarovnat vsechny sekvence algoritmem multialigne. K zarovnani se také poji zadani
hodnoty matice Blosum, kter4 je pfednastavena na defaultni hodnotu 62. UZivatel tuto hodnotu

mize pfepsat v rozmezi hodnot 30 — 100, dle analyzovanych sekvenci.

Pro zobrazeni Zadouciho vysledku si uzivatel v poslednim oddéleném bloku ,,Vysledky* musi
vybrat, jaké hodnoty chce zobrazit. Na vybér je hodnota pouze selekéniho tlaku predem
vybranymi metodami nebo hodnoty distanci synonymnich a nesynonymnich substituci. Obé&

tyto moznosti lze zobrazovat naraz.
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Dalsi moznosti jsou volitelné. Dle potfeby si uzivatel mize vybrat z moznosti analyzy celé
sekvence naraz nebo klouzavym oknem s variabilni velikosti po¢tu aminokyselin. Poptipad¢
1ze vybrat velikost okna dle vlastni potieby. Pro zobrazeni dodate¢ného okna pro zapsani vlastni
hodnoty velikost je zapotiebi, aby uZzivatel vybral ,,vlastni zadani*. Pfi volbé€ analyzy oknem je
nutné, aby byly vybrany pouze dvé sekvence.

Velikost okna [Ak]

celd sekvence -

vlastni zadani

Vlastni velikost okna [AA]

Obrazek 48: Vybeér velikosti okna

Pro zptesnéni vysledku pouze na urcitou oblast je mozné vyuzit ofiznuti Sekvenci dle zadanych
hodnot prvniho a posledniho kodonu. Hodnoty lze zadat pisemné do oken s ¢isly nebo
pojizdnym jezdcem.

K spusténi analyzy je jiZz zapotiebi pouze spustit vypocet tlacitkem ,,Spustit analyzu®“ vlevo
dole. Program si jesté zkontroluje, zdali jsou zadané vSechny vstupni parametry, které jsou
k vypoctim zapotiebi. Pokud jsou veskeré zadané informace dostate¢né, objevi se okno
s grafickym zobrazenim progresu analyzy. Po nacteni se zobrazi vysledky, o které si uzivatel

pozadal.
<) — X

Provadi se analyza

Obrazek 49: Grafické zobrazeni progresu analyzy

Pfi spusténi program miiZe upozornit na rizné chyby. Kontroluje se, zdali jsou nacteny
sekvence nebo oznacené alesponn dvé sekvence k analyze. Upozorni uzivatele chybovou

hlaskou na nevybrani zadné metody analyzy ¢i zddanych vysledki. V takovém piipad¢ je nutné

opravit zadané informace a zkusit spustit analyzu znovu.
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Priloha ¢. 2 — Hodnoty distribu¢ni funkce ®(x) normované

normalni nahodné veliCiny - vytah

Tabulka 19: Hodnoty distribu¢ni funkce ®(u), [40]

u D(u) u P (u) u D(u) u P (u) u D(u)

1,50 | 0,9331928 |[ 1,80 | 0,9640697 || 2,10 | 0,9821356 || 2,40 | 0,9918025 || 4,50 | 0,9999966
1,51(0,9344783 || 1,81 | 0,9648521 || 2,11 | 0,9825708 || 2,41 | 0,9920237 || 5,00 | 0,9999997
1,52 0,9357445 || 1,82 | 0,9656205 | 2,12 | 0,9829970 || 2,42 | 0,9922397 || 5,50 | 0,9999999
1,53]0,9369916 || 1,83 | 0,9663750 || 2,13 | 0,9834142 || 2,43 | 0,9924506
1,541 0,9382198 || 1,84 | 0,9671159 || 2,14 | 0,9838226 || 2,44 | 0,9926564
1,55 (0,9394392 |[ 1,85 | 0,9678432 || 2,15 | 0,9842224 || 2,45 | 0,9928572
1,56 | 0,9406201 || 1,86 | 0,9685572 || 2,16 | 0,9846137 || 2,46 | 0,9930531
1,5710,9417924 || 1,87 | 0,9692581 || 2,17 | 0,9849966 || 2,47 [ 0,9932443
1,58 | 0,9429466 || 1,88 | 0,9699460 || 2,18 | 0,9853713 || 2,48 | 0,9934309
1,59 {1 0,9440826 |[ 1,89 | 0,9706210 || 2,19 | 0,9857379 || 2,49 | 0,9936128
1,60 0,9452007 | 1,90 | 0,9712834 || 2,20 | 0,9860966 || 2,50 | 0,9937903
1,610,9463011 |( 1,91 | 0,9719334 | 2,21 | 0,9864474 || 2,51 | 0,9939634
1,62 0,9473839 || 1,92 | 0,9725711 || 2,22 | 0,9867906 || 2,52 [ 0,9941323
1,63]0,9484493 || 1,93 | 0,9731966 || 2,23 | 0,9871263 || 2,53 | 0,9942969
1,641 0,9494974 || 1,94 | 0,9738102 || 2,24 | 0,9874545 || 2,54 | 0,9944574
1,65 | 0,9505285 |[ 1,95 | 0,9744119 || 2,25 | 0,9877755 || 2,55 | 0,9946139
1,66 | 0,9515428 |1,96 0,9750021 || 2,26 | 0,988089 || 2,56 | 0,9947664
1,67 0,9525403 || 1,97 | 0,9755808 || 2,27 | 0,9883962 || 2,57 | 0,9949151
1,68 [ 0,9535213 || 1,98 | 0,9761482 || 2,28 | 0,9886962 || 2,58 | 0,9950600
1,69 | 0,9544860 || 1,99 | 0,9767045 || 2,29 | 0,9889893 || 2,59 | 0,9952012
1,701 0,9554345 || 2,00 | 0,9772499 || 2,30 | 0,9892759 || 2,60 | 0,9953388
1,711 0,9563671 |[ 2,01 [ 0,9777844 || 2,31 | 0,9895559 || 2,70 { 0,9965330
1,721 0,9572838 || 2,02 | 0,9783083 || 2,32 | 0,9898296 || 2,80 | 0,9974449
1,731 0,9581849 || 2,03 | 0,9788217 || 2,33 | 0,9900969 || 2,90 | 0,9981342
1,741 0,9590705 |[ 2,04 | 0,9793248 || 2,34 | 0,9903581 || 3,00 | 0,9986501
1,751 0,9599408 |[ 2,05 | 0,9798178 || 2,35 | 0,9906133 || 3,20 | 0,9993129
1,76 | 0,9607961 || 2,06 | 0,9803007 || 2,36 | 0,9908625 || 3,40 | 0,9996631
1,771 0,9616364 || 2,07 | 0,9807738 | 2,37 | 0,9911060 || 3,60 | 0,9998409
1,781 0,9624620 || 2,08 | 0,9812372 || 2,38 | 0,9913437 || 3,80 | 0,9999277
1,7910,9632730 || 2,09 | 0,9816911 || 2,39 | 0,9915758 || 4,00 0,9999683
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