VYSOKE UCENI|I TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA ELEKTROTECHNIKY A KOMUNIKACNICH TECHNOLOGII
USTAV BIOMEDICINSKEHO INZENYRSTVI

FACULTY OF ELECTRICAL ENGINEERING AND COMMUNICATION
DEPARTMENT OF BIOMEDICAL ENGINEERING

VYHLEDAVANI PRESNYCH A PRIBLIZNYCH REPETIC V SEKVENCI
DNA NA ZAKLADE POROVNAVANI ZNAKU

BAKALARSKA PRACE
BACHELOR'S THESIS

AUTOR PRACE PAVEL MARTAUS
AUTHOR

BRNO 2012



VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA ELEKTROTECHNIKY A KOMUNIKACNICH
TECHNOLOGII

| / USTAV BIOMEDICINSKEHO INZENYRSTVI

FACULTY OF ELECTRICAL ENGINEERING AND COMMUNICATION
DEPARTMENT OF BIOMEDICAL ENGINEERING

VYHLEDAVANI PRESNYCH A PRIBLIZNYCH
REPETIC V SEKVENCI DNA NA ZAKLADE
POROVNAVANI ZNAKU

DETECTING EXACT AND APPROXIMATE REPEATS IN DNA BASED ON STRING MATCHING

BAKALARSKA PRACE
BACHELOR'S THESIS

AUTOR PRACE PAVEL MARTAUS

AUTHOR

VEDOUCI PRACE Ing. VLADIMIRA KUBICOVA
SUPERVISOR

BRNO 2012



[TTI[TT] VYSOKE UCENI
TECHNICKE V BRNE

Fakulta elektrotechniky
a komunikacnich technologii

NS

| \{ Ustav biomedicinského inzenyrstvi

Bakalarska prace

bakalarsky studijni obor
Biomedicinska technika a bioinformatika

Student: Pavel Martaus ID: 125053
Ro¢nik: 3 Akademicky rok: 2011/2012
NAZEV TEMATU:

Vyhledavani pfesnych a pribliznych repetic v sekvenci DNA na zakladé
porovnavani znakd

POKYNY PRO VYPRACOVANI:

1) Provedte literarni reSersSi o typech repetitivni DNA a algoritmech pro jeji vyhledavani z nukleotidovych
sekvenci. 2) Navrhnéte algoritmus vyhledavani repetic v sekvenci na zakladé porovnavani znaki
vyuZzitim Hammingové vzdalenosti. Algoritmus navrhnéte s ohledem na detekci nejenom identickych
repetic ale taktéz repetic, které mohou obsahovat mutaci — substituci. 3) Algoritmy realizujte v
programovém prostfedi Matlab a funkénost ovéfte na vybranych sekvencich. 4) Provedte diskusi
ziskanych vysledkd a zhodnotte G¢innost a vyuZitelnost feseni.

DOPORUCENA LITERATURA:

[1] KOLPAKOV, R. Finding approximate repetitions under Hamming distance, Theoretical Computer
Science, vol. 303, pp. 135-156, 2001

[2] BENSON, G. Tandem repeats finder: A program to analyze DNA sequences, Nucleic Acids Res., vol.
27, no. 2, pp. 573-580, 1999

Termin zadani: 6.2.2012 Termin odevzdani: 24.8.2012

Vedouci prace: Ing. Vladimira Kubicova
Konzultanti bakalarské prace:

prof. Ing. Ivo Provaznik, Ph.D.
Predseda oborové rady

UPOZORNENI:

Autor bakalafské prace nesmi pfi vytvareni bakalafské prace porusit autorska prava tfetich osob, zejména nesmi
zasahovat nedovolenym zplsobem do cizich autorskych prav osobnostnich a musf si byt plné védom nasledku
poruSeni ustanoveni § 11 a nasledujicich autorského zékona €. 121/2000 Sh., v€etné moznych trestnépravnich
duisledkd vyplyvajicich z ustanoveni ¢asti druhé, hlavy VI. dil 4 Trestniho zakoniku ¢.40/2009 Sb.



ABSTRAKT

V této praci je v teoretické Casti popsana repetitivni DNA, jeji typy a metody pro je-
jich vyhledavani v sekvenci DNA. V praktické casti je navrzen a popsan algoritmus pro
vyhledavani tandemovych repetic s vyuzitim Hammingové vzdalenosti, nasledné jeho
zhodnoceni a vyuziti.
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ABSTRACT

This work is described in the theoretical part of repetitive DNA, their types and methods
to search in DNA sequence. In the practical part is designed and described an algorithm
for finding tandem repeats using Hamming, then its evaluation and utilization.
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UVOD

DNA je tvorena dvéma ¢astmi: kodujici, ktera se prepisuje v proteiny a nekddujici,
ktera tvori az 97% celé DNA. Nékteré ¢asti nekodujici DNA maji regula¢ni funkei,
ovSem ve vétsiné pripadi jejich funkce neni znadmaéa. Pro védce predstavuji tyto pro-
zatim ne zcela probadané ¢asti DNA, dulezitou tlohu k vyhledavani podobnosti
opakujicich se sekvenci DNA neboli repetitivni DNA, kterou se tato prace zabyva.
Repetitivni DNA muze nabyvat dvojiho druhu: tranpozony, které maji jednotlivé ko-
pie roztrouseny po celém genomu a tandemové repetice, coz jsou stejné nebo podobné
useky DNA nachézejicich se opakované v sousednich sekvencich. Na organismus maji
vétsi vliv tandemové repetice, které sice maji oproti transpozontim mnohem mensi
podil na genomu, ale pravé tandemové repetice maji vliv na zadvazna onemocnéni or-
ganismu jako je napiiklad Huntingtonova nemoc. Dalsi z divodu vyhledavani prave
tandemovych repetic, je jejich polymorfismus, ktery slouzi pfi tvoreni genetickych
map nebo pro forenzni Gcely (uréovani otcostvi, porovnavani genu, atd.). Pro jejich
vyhledavani se nejvice vyuziva biochemické metody, zalozené na restrikénim stépeni
DNA endonukledzou. OvSsem v budoucnosti je vize takova, ze jednou bude kazdy
¢lovék chtit "poznat" svij genom a proto je dulezité se zabyvat bioinformatickymi
metodami, jak DNA informaci rychle a efektivné zpracovat. Bioinformatickych me-
tod vyhledévani je nékolik, z nichZz nejpouzivanéjsi je algoritmus pro vyhledéavani
repetetivnich tsekt ze spektra a algoritmus zaloZzeny na porovnéavani znaki. Tato
prace se zabyva porovnavanim znaki a vyhleddvani tandemovych repetic pomoci
Hammingovy vzdalenosti, coz je pocet pozic, pii které se stejna délka sekvenci lisi.
Na zakladé Hammingovy vzdalenosti je nasledné vytvoren program, ktery dokéze

tyto tandemové repetice vyhledat.



1 TEORETICKY ROZBOR

1.1 Deoxyribonukleova kyselina (DNA)

DNA je nukleova kyselina, ktera je nositelkou genetické informace vSech organismu
az na vyjimky, jako jsou nebunééné organismy, u nichz hraje ilohu RNA. DNA je
biopolymer, ktery se skldada ze dvou fetézcii nukleotidi a ty tvoii tzv. dvousroubovici.
Nukleotidy jsou vzdy slozeny z cukru deoxyribozy, fosfatové skupiny a jedné ze
¢tytr nukleovych bazi. Pravé tyto baze v sobé obsahuji informaci a mohou byt bud
purinové (adenin A, guanin G) nebo pyrimidinové (cytosin C, thymin T). Jednotlivé
baze jsou spojeny vodikovou vazbou a to nésledovné:

e A~ T, T <> A (spojeny dvéma vodikovymi vazbami)

e O+ G, G+ C (spojeny tfemi vodikovymi vazbami)

DNA je tedy pro zivot nezbytnou latkou, ktera ve své struktuie koduje a buitkdm

zadava jejich program a tim predurc¢uje vyvoj a vlastnosti celého organismu. [2]

o Vodik
© Kyslik
@ Dusik
© Uhlik
© Fosfor

Pyrimidiny Puriny

Obr. 1.1: DNA struktura. [6]



1.2 Sekvenovani DNA

Sekvenovani DNA je souhrnny termin pro metodu zjisténi potradi nukleovych bézi.
Dnes je jiz znamo nékolik metod sekvenovani, ovSsem nejznaméjsi metody jsou che-
mické Maxam-Gilbertova a biochemické Sangerova, ktera dnes jednoznacné pie-
vlada.

Sangerova metoda vyuziva ve své podstaté vlastnosti dideoxynukleotidi (ddATP,
ddCTP, ddGTP a ddTTP), které nemaji na 3’ uhliku ribosy OH skupinu. Tento fakt
znamena, ze na tento konec nemiize byt navazan dalsi nukleotid. PTi pouziti elek-
trolyzy tim ziskame, velké mnozstvi rizné dlouhych oligonukleotidi, které budou
vSechny kon¢it danym dideoxynukleotem napft. pii pouziti ddATP, bude oligonukle-
otid koncit vzdy adeninem. Pokud nechame probéhnout stejnou reakci, tentokrat s
ddCTP, ddGTP a nakonec i ddTTP, dostaneme ¢tyii smési oligonukleotidi, pricemz

v kazdé smési budou oligonukleotidy kon¢it prislusnou bazi. [7|

Obr. 1.2: Vysledek 4-drahové elektroforézy 7]

vy

Ctenf této sekvence probiha od nukleotidu, ktery doputoval nejdal, tedy nejnizsi
hodnota (A) a déle se bude hledat nejblizsi nukleotid, v tomto ptipadé C. Timto
zpusobem jsme schopni precist velmi malou sekvenci DNA. V dnesni dobé se jiz
vyuziva pristroji tzv. sekvenatori, které se znac¢i fluorescenénimi barvivy dideoxy-
ribonukleotidy.

Vstupem Maxam-Gilbertovy metody je kratka sekvence radioaktivné oznacena
na 5’ konci fosforem 32P. Tento vzorek je potom rozdélen na 4 ¢asti, které jsou §té-
peny ruznymi chemikaliemi. Napi. dimetylsulfat zapiicini, Ze se pii zahtrati sekvence
rozstépi v misté, kde je pfitomen guanin a adenin. Hydrazin zase rozstépi DNA v
mistech, kde je cytosin nebo thymin. Takto vzniklé rizné dlouhé sekvence DNA ve

vSech smésich jsou separovany gelovou elektroforézou a detekovany autoradiografii.
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1.3 Repetitivnhi DNA

DNA eukaryot obsahuje znac¢ny podil nekddujicich sekvenci. Tak jako kodujici DNA
i nekédujici mize byt unikatni, anebo se miuze nachézet v genomu ve vice identic-
kych nebo podobnych kopiich. Repetitivni DNA je tedy sekvence DNA s vysokym
mnozstvim kopii. Pokud jsou kopie sekvenéniho motivu v blocich a v fadé za sebou,
hovotime o tandemovych repeticich. Pokud jsou repetitivni sekvence rozptyleny v
genomu, jedna se o rozptylenou repetici. Funkce repetitivni DNA je stéile nejasné,
avSak v poslednich letech bylo zjisténo, Zze pocet tandemovych repetic souvisi s fa-
dou nemoci a hraje dilezitou roli v regulaci genti. Nyni si tyto dvé repetitivni DNA

popiSeme podrobngji. [1] [2]

1.3.1 Rozptylena repetice

Rozptylena repetice vznika procesem transpozice ("skakani" segmentu DNA na jiné
misto genomu). Z bezprostfedniho pohledu nemaji retrotranspozony zadnou dile-
zitou funkei v bunce, hovoii se o "starém harampadi" - odpadni DNA (junk DNA
nebo sobeckd DNA), nebot se transpozony propaguji na tkor bunétnych energe-

tickych zdroju. Rozlisuji se dva typy transpozoni: transpozony a retrotranspozony.

1]

Transpozony

Transpozony se dokdzou presouvat z mista na misto bez nutnosti replikace a vytvaret
své kopie, ¢imz se geneticka informace prenasi z jedné molekuly DNA (chromozému)
do jiné molekuly DNA. V lidském genomu jsou transpozony povazovany za inaktivni,
diky akumulaci mutaci v pribéhu fylogeneze obratlovei, tudiz miZeme najit pouze
evolu¢ni zbytky, tzv. "fosilie". Ale diky genomu ostatnich obratlovci a s pouzitim
informaci ziskanych z lidského genomu, muze byt aktivni transpozon uméle "vyro-
ben". Jednim z piikladi je transpozon "Sleeping Beauty”(éipkové Ruzenka), ktery
byl prvné objeven u ryb. Tento transpozon muze byt zakladem genové terapie diky
vice specifickému mistu integrace, nez je tomu napt. u retrovirt. Transpozon se
pohybuje mechanismem vyjmout-vlozit (cut and paste) a tim pocet kopii ztstava v
genomu stabilni. Tento proces funguje diky enzymu transpozaza. Pfesouvani probiha
tak, Ze enzym se navéaze k obéma konctim repetitivniho elementu, které jsou tvoreny
invertovanymi repeticemi. Transpozaza pak vystépi transpozon a liguje takto vzniklé
volné konce chromozomalni DNA. Takto uvolnény komplex transpozon-transpozéza
pak vyhledé specificky sekvenéni motiv jinde v genomu, rozstépi v tomto misté DNA

a liguje transpozon na nové misto. [1]
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Retrotranspozony

Retrotranspozony jsou oproti transpozontim aktivni a tvori az 45% lidského genomu.
Retrotranspozony "expanduji" mechanismem duplikace (copy and paste), coz zpu-
sobi zvySovani se jejich poctu. Pro "skakani" timto mechanismem vyzaduji bunécné
RNA polymerazy (II nebo III), kterymi jsou prepsany z DNA do RNA (pavodni
kopie zustava na svém misté) a ta podléha reverzni transkripci do DNA, ktera je
vloZzena do genomu na nové misto. Tento mechanismus je ovSem nachylny k raz-
norodym chybam, a tak nové vzniklé kopie jsou vétsinou postizeny delecemi nebo
bodovymi mutacemi, ¢imz jsou inaktivovany. Dalsi expenzi danych retrotranspo-
zonu je fizena nékolika aktivnimi aplnymi elementy. Retrotranspozony se déli podle
klasifikaci na autonomni a neautonomni. Autonomni kdéduji proteiny potiebné k re-
trotranspozici samy, kdezto neautonomni vyuziva enzymy jiného transpozonu, aby

byly schopné transpozice. [1]

LTR retrotranspozony

LTR retrotranspozony, jinak také endogenni retroviry, svym slozenim pfipominaji
proviry skutecnych retrovird, jelikoz obsahuji LTR (dlouhé terminélni repetice) a
geny gag, pol, env a prt. Ale oproti virovym ¢éasticim se LTR retrotranspozony lis
a to diky chybéjicim nebo zmutovanym ¢asticim genu (zvlasté enwv), a proto se
mohou endogenni retroviry pohybovat pouze uvnitf bunék. U ¢lovéka endogenni
retroviry zapliuji asi 8% genomu a oproti mnoha saveim (napf. i Simpanz) jsou
u ¢lovéka diky mutacim inaktivni a neschopné transpozice. Pivodni nezmutované
LTR retrotranspozony maji délku 7-9 kb, ale vétsina jich je zkracenych, zejména na
5 konci. [1]

LINE retrotranspozony

LINE retrotranspozony je zkratka pro nézev "long interspersed nuclear elements"
nebo-li "dlouhé rozptylené jaderné elementy". Patii do skupiny autonomnich retro-
transpozoni a tvori asi 21% lidského genomu. Z toho 17% tvoii aktivni elementy
patiici k nejhojnéjsi rodiné LINE-1 neboli L1. Ze zhruba pul milionta kopii L1, ma
uplnou velikost asi 10 000 a asi 100 je stale schopno retrotranspozice. Tyto aktivni
elementy maji délku 6 kb a obsahuji dva oteviené ¢teci ramce ORF1 a ORF2. LINE
obsahujf jesté tzv. nepfedpokladané oblasti 5~ UTR, ktery funguje jako promotor a
3” UTR, ktery obsahuje signél k polyadenylaci (AATAAA). Funkce ORF1 prozatim
neni jasna, pouze je znamo, ze se vaze na L1 mRNA. Mezitim funkce ORF2 je velmi
dilezity protein, protoze obsahuje doménu s aktivitou reverzni transkriptazy, endo-

nukleazovou doménou a je enzymem zodpovédnym za integraci. Zivotni cylkus L1
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zac¢ind transkripci L1 DNA bunéénou RNA polymerazou II a standardni maturaci v
mRNA molekulu, ktera je nasledné transportovana do cytoplazmy. V cytoplazmé je
syntetizovan ORF1 a pak je translace reiniciovana za vzniku ORF2. Oba proteiny
se ihned navazou na L1 mRNA a nasledné je cely komplex transportovan do jadra.
ORF2 stépi chromosomélni DNA v misté bohaté na A a T. Misto neni specifické, ale
piiblizné je TT/AAAA. ORF2 nejprve §tépi fetézec komplementarni k TTAAAA v
misté A/T a pfipoji k nému polyA konec L1 mRNA, volny 3~ OH konec hostitelské
DNA slouzi jako primer pro tvorbu prvniho fetézce nové cDNA pomoci reverzni
transkriptazy. Druhé stépeni hostitelské DNA je uskutecnéno ve vzdalenosti 7-20
part bazi (déle jen bp) od TTAAAA. To znamen4, Ze vznikaji nerovnomérné konce.
Diky tomuto jevu se L1 DNA po skonceni procesu nachézi mezi duplikacemi cilové
sekvence. Volny 3° OH konec slouzi opét jako primer. Neznamym procesem je dotvo-
fen druhy fetézec cDNA a tim je integrovana nova kopie L1 DNA do hostitelského
fetézce (Obr. 1.3). Zvlastni je, ze L1 mRNA je ¢asto exprimovana ve spermatocytech,
takZe je tam vysoka pravdépodobnost rozsifovani L1 na potomky a tim zajiSténa
dédi¢nost L1. [1]

cilové misto

5 3
Stépeni

i druhé Stépeni

fﬁHHHIIHHHIHHHIIH\ﬁﬁﬁ”""'“'HHIHHIHHIIIHIHIZ

Obr. 1.3: Retrotranspozice L1 [1]
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SINE retrotranspozony

SINE retrotranspozony je zkratka pro nazev "short interspersed nuclear elements"
nebo-li "kratké rozptylené jaderné elementy". Patii do skupiny neautonomnich re-
trotranspozonu a jsou typicky kratsi nez 500 bp. Hlavni rodina jsou Alu elementy,
tvori asi 11% lidského genomu a sdili konsenzus 282 bp, ktery je piibuzny a byl pa-
trné odvozen z RNA podjednotky SRP (zvané 7SL RNA). SRP je zkratka pro "signal
recognition particle" neboli "¢astice rozpoznavajici signal". SRP je ibonukleoprotei-
novy komplex, ktery rozpoznéava signalni peptid, vaze se na néj a premisti komplex
ribozom-mRNA-nascentni peptid ke kanalu endoplazmatického retikula (ER), skrz
néj je nascetni peptid translokovan do lumen ER nebo integrovin v membréané ER.
Alu jsou, stejné jako gen pro 7SL RNA transkribovany RNA polymerazou III. Alu
RNA véze dva proteiny SRP. Pravdépodobné se tak muze Alu vazat na ribozom a
diky svému "ocasu" bohatému na adenin také (pokud ribozom zrovna zpracovava
LINE-1 mRNA) na nascentni protein ORF2 a zneuzit ORF2 k reverzni transkripci
a integraci vlastni RNA a nikoli LINE-1. [1]

LINE-1
7;3;3" i l.. en rvt C-rich gk
5'UTR "ORF1 ORF2 JUTR
6 kb
LTR ;
us R_US th RNazaH Nt U3 R Us
TR g9ag  py pol env LTR™
7-9 kb
DNA transpozon
TSD _TsD
m—— =)}
ITR transpozaza ITR
mariner 1.2 kb
SINE 28l
L1-type TSD E N7
' [ o - VY
levy monomer pravy monomer LitypeTsp

Alu 282 bp

Obr. 1.4: Ruazné tiidy transpozont objevujicich se v lidském genomu [1]
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Funkce retrotranspozonti

Jak uz bylo vySe zminéno, transpozony nemaji zadnou diilezitou funkci v buiice, ale
retrotranspozony jsou z hlediska mobility dilezita pro plasticitu genomu = zmény
genetické informace. Chyby se stéavaji ve vétsiné pripadi na LTR a LINE retrotrans-
pozonech pfi retrontranspozici. Téchto chyb muze byt hned nékolik. Mezi zavazné
chyby patti, Ze transkriptéza casto nedokaze zastavit syntézu prvniho fetézce a tudiz
vytvarii vlastni kopie zkracenych na 5> UTR konci. Dalsi zména mutze nastat, pokud
se LINE 1 vlozi do genu. Tim padem nastava zména v jeho expresy a to mize zpu-
sobit neblahé zmény v organismu. Stejné tak vlozeni LINE 1 do intronu v blizkosti
exonu miuze zpusobit zménu v expresy genu, protoze 5’UTR konce LINE 1 jsou silné
promotory na obé strany. Stejné tak se muze stat, ze se RNA polymeréiza procte
polyA koncem a k mRNA pripoji i dalsi sekvenci, ktera nepatii k L1. V neposledni
fadé se spekuluje o tom, ze by transpozony mohly mit néjakou realnou fyziologickou

funkei, protoZe jejich exprese je obecné zvySena béhem stresové odpovédi. [1]

1.3.2 Tandemové repetice

Tandemové repetice jsou tvofeny za sebou jdoucimi, témér identickymi az identic-
kymi jednotkami, ale jsou rizné jak v délce repetice tak i celé repetice, tudiz se musi
brat s odstupem. Déli se podle délky na satelity, minisatelity a mikrosatelity. Mtzou
se taky lisit po¢tem opakovani, které mtzou nabyvat od desitek az po tisic opako-
vani. Tyto repetice muzou byt presné-dokonalé (obsahuji pouze jeden opakujici se
motiv, ktery neni nikde prerusen) nebo rizné-nedokonalé, to znamené Zze mohou
obsahovat mutaci.

Mutace je zména genotypu oproti norméalu. Mutace mohou nastat béhem repli-
kace DNA, ovem pravdépodobnost této chyby se pohybuje v fadech 10~7. Tomuto
se Tikd mutace spontdnni. Vétsiné mutaci, tzv. indukovanych, je vyvolano vnéjsimi
mutagennimi faktory (latky, které jsou schopny zpusobit mutaci). Mezi mechanismy
genovych mutaci jsou: Adice (vloZeni jednoho nebo vice nadbytec¢nych part - pro-
dlouzeni polypeptidového tetézce), Delece (ztrata jednoho nebo vice nukleotidu -
zkraceni polypeptidového fetézce) a Substituce (nahrazeni baze pivodni sekvence
za bézi jinou). V této praci se zabyvam vyhledavanim pfibliznych repetic a to obsa-

hujici pravé substituci. [1][2][9]

Satelity

Satelity jsou nejvétsi repetice, které maji tendenci byt slozeny z dlouhych jednotek.
Jméno dostali podle toho, Ze p¥i rozbiti DNA se pfi centrifugaci vytvoii ve zkumavce

pruh v jiné vysce nez zbytek chromozomu. Toto oznaceni se postupné rozsitilo a

15



nyni zahrnuje i podobné repetitivni sekvence, které tyto prouzky nevytvari. Satelitni
DNA je hojna v oblasti centromer a konstitutivniho heterochromatinu. Primérni
jednotky sateliti mohou dosahovat az 171 bp u alfasatelitu. Pravé rodina alfasatelitu
tvori funkéni jadro centromery, jelikoz pfi bunééném déleni je potiebna k poskladéani
kinetochory. Primarni jednotky utvafeji sekundarni jednotky (obr. 1.5), jelikoz kazda
primérni jednotka je ¢asto degenerovana s uréitymi nepravidelnostmi a periodicky

se opakuji. Satelity jsou tvofeny z mensich tseki: minisatelity a mikrosatelity. [1][2]

primarni jednotka

5 GGAAT—3
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Obr. 1.5: Utvareni sekundéarnich jednotek [1]

Minisatelity

Minisatelity jsou kratsi tandemové repetice nabyvajici celkové délky az 20 kbp, které
se vice vyskytuji v subtelomerickych oblastech chromozomii. Minisatelity mohou byt
pouzity jako genetické markery VNTR (variabilni mnozstvi tandemovych repetic),
jelikoz jsou velice polymorfni co do poctu opakovani jednotky repetice. Nékdy se
uvazuje o tom, ze by nékteré minisatelity mohly mit regula¢ni funkce, jako napf.
VNTR v promotoru inzulinového genu, kde byla rizna délka VNTR asociovana
s riznymi typy diabetu. Genetické markery jsou oblasti DNA, které mohou byt
jednoduse identifikovany a pouzivaji se pfi popisu variace druhu. V tomto piipadé

se jedna o proménny pocet tandemovych repetic na dané pozici.
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Mikrosatelity

Mikrosatelity jsou zpravidla tvoreny opakovanim 1-10 bp (nejcastéji 2-6 bp), o délce
ziidka prekracujici stovky bp. Nejcastéjsimi jsou dinukleotidové repetice. Mikrosa-
telity jsou v genomu velice Casté, vysoce polymorfni a jsou ¢asto pouzivany jako

genetické markery. [1]
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2 VYHLEDAVANI Z NUKLEOTIDOVYCH SEK-
VENCI

Existuje velikd fada programt a algoritmu pro vyhledavani tandemovych repetic,
protoze vize do budoucnosti je takova, Ze jednou bude kazdy ¢loveék chtit "poznat"
svij genom, a proto je dilezité se zabyvat bioinformatickymi metodami, jak DNA
informaci rychle a efektivné zpracovat. P¥i prohledavani nukleotidovych sekvenci, se
vyhledavaji jak identické repetice, tak i repetice které jsou jiz pozménény (mohou
obsahovat mutaci - substituci).

Algoritmy vyuzivaji bud ptuvodni sekvenci, tedy nezménéné dusikaté baze zna-
¢eny pismenky A C T G, nebo vyuzivame prevodu jednotlivych nukleotidi na ¢isla,
coz nam dava vétsi moznost pouziti technik zpracovavani signéla pro analyzu geno-
mickych dat. K jednotlivym nukleovym béazim se ptitadi bud cela ¢isla A = 1, G
=2,C=3,T =4, nebo komplexni ¢isla A =1+ j,G=-1+jC=-1-j T=
1 - j nebo jej 1ze vyjadfit binarné. Na zékladé binarniho pravidla mohou byt DNA

sekvence prezentovany jako
z[n] = 2A[n] + 2Gn) + 2C[n] + 2T[n],n =0,1,.., N — 1

kde xA[n], xG[n|, xC|n| a xT[n| jsou binarni ukazatele a n je pozice nukleotidu v sek-
venci. Napfiklad pro sekvenci AGTCCGGTAAATGCCTTT se xA[n] = 10000000111
0000000, kde 1 znamené pfitomnost nukleotidu A a naopak 0 absenci A. Stejnym
zpusobem lze odvodit xC|n|, xG[n| a xTn]. [3]

2.1 Vyhledavani repetitivnich tsekt ze spektra

Tyto metody pravé vyuzivaji prevodu sekvence na ¢iselnou reprezentaci, ¢imz zis-
kaji v8echna potiebné data ke zpracovani. VyuZzivaji binarni sekvenci, kterou budto
v maticich oznaci 4D (Ctyfi vektory) nebo snizenim poétu vektora 3D (tii vektory).
Diky binarni prezentaci muzou pracovat s daty jako se signalem a tudiz je vhodné
pouzit pro jejich zpracovavani Fourierovu transformaci nebo autoregresni (AR) mo-
del, které jsou nejcastéjsimi metodami pro vyhledavani tandemovych repetic.
Rozdily mezi témito metodami je nékolik. Rozdil muZe byt bud v rychlosti zpra-
covani, kde rychlejsi je Fourierova transformace, nebo v efektivnosti vyhledavani,
kde je efektivnéjsi AR model. Je to zpisobeno proto, zZe Fourierova transformace
zkracuje data a tudiz vytvareji artefakty. Autoregresni model nabizi vysoké rozli-

Seni, protoze ma schopnost extrapolace pii vstupu autokorelacni funkce. Na obrazku
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2.1 1ze vidét rozdil mezi metodami, kde v levé ¢asti vidime spektrum vytvorené AR

modelem a v pravé ¢asti Fourierovou transformaci.

| R E

@3_ || Q‘: \ r ;’\\/\ d
I /5\ | i A JJ"\M\NMV\/’ | A Mv’ \
pRech st Ty Y ]

Frequency Frequency

Obr. 2.1: Spektrum vytvorené AR modelem (vlevo) a FT (vpravo) [3]

Témito metodami ziskdme spektrum jednotlivych nukleotidi, se kterého vytvo-
fime sectenim jedno spolecné spektrum. Posouvanim se v sekvenci ziskame nékolik
spekter, které kdyz dosadime do sloupcii za sebou, nam vznikne spektrogram (obr.
2.2). Ve spektrogramu dokazeme urcit diky zvyraznénym pruhtim piibliznou polohu,

délku a pocet opakovani. [3]
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Obr. 2.2: Spektrogram |3|

V tomto piipadé jde vidét, ze repetice se nachazi v mistech 50 - 80 a hlavné 150

- 200 s periodou opakovani tii. Touto metodou ale nezjistime, jaké typ nukleotidu
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se v repeticich nachézi.

2.2 Analyza zaloZeni na porovnavani znakt

Metod zalozenych na porovnavani znaki je nékolik, ale vétSina se od sebe lisi zpii-
sobem vyhledédvanim tedy metodou, jakou pristupuji k vyhledavani tandemovych
repetic. Mezi hlavnimi algoritmy patii metody piimé, tedy metody které pracuji
primo se sekvenci a metody nepfimé neboli statistické, které urcuji procentualni
shodu sousednich modeli tandemovych repetic, frekvenci mutaci a pomoci statistic-
kych (heuristické) kritérii vyhodnoti tandemové repetice. Avsak tato metoda nenajde
vSechny tandemové repetice. Existuji jesté dalsi metody jako komprese dat a barevné
kodovani, které priradi barvu na kazdé ze ¢tyr bazi a zobrazi celou sekvenci v sloup-
cich riznych sitkach. Timto zplisobem jsou zobrazeny opakujici se znaky. Nékteré
metody pracuji na vyhledani vSech repetic, jiné zase pozaduji vstupni informace
(pocet pripustnych mutaci, délka sekvence, vybér hledaného regionu apod.).

Mezi piimé metody vyhledavani patii Hammingova vzdalenost, kterou se zaby-
vam v této praci. Hammingova vzdalenost je pocet pozic, pfi které se stejné délka
sekvenci lisi. Tedy pro presné repetice je hodnota nulové, pro repetice obsahuji mu-
taci je vyssi jak nula. Naptiklad dvojice slov pes-les ma Hammingovu vzdalenost 1,
protoze se lisf pouze v prvnim znaku, dvojice pes-luk ma Hammingovu vzdalenost
3, protoze se lisi na vSech tfech pozicich. Slouzi tedy nejen k vyhledavani presnych
repetic, ale i k vyhledavani ptibliznych repetice obsahujici mutaci. Pti této metodé
je vyhodna absence nutnosti prevodu do ¢iselné sekvence a tudiz mensi slozitost.

[5][10]

A K T B € 6 o A T A € G
A K T & €& B R 3. T e
g © 0 0 0 9 = 0 g 0 0 1 @ 1 = 32

7 tohoto prikladu lze vidét, Ze leva strana obsahuje presnou repetici, jelikoz
Hammingova vzdalenost se rovna 0. Prava strana obsahuje mutaci - substituci a
tudiz po vypoc¢tu se Hammingova vzdélenost rovna dvéma. Vice se touto metodou
zabyva nasledujici kapitola 3.

Mezi heuristické metody je nejpouzivanéjsi TRF (tandem repeat finder) metoda
zalozené na pravdépodobnostnim modelu. U této metody se prvné vyhledaji vSechny
stejné dlouhé tseky sekvence, kde se posléze pro detekci tandemovych repetic vy-
uziva soubor statistickych kritérii, kterd je rozdélena na screeningovou a ovérovaci
fazi. Screeningové faze vytvori "kandidaty" repetic a ovérovaci faze zjistuje, zda se

skutefné o tandemové repetice jedna. [4]
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3 NAVRH ALGORITMU

Mym cilem je zamérit se na vypracovani programu, ktery dokaze vyhledat jak presné,
tak i pfiblizné tandemové repetice pomoci Hammingovy vzdalenosti. Jak uz bylo te-
¢eno (kap. 2.2), je to pocet pozic, pii které se stejna délka sekvenci ligi. Presna
repetice bude v tomto piipadé nulova vzdalenost a ptiblizné, neboli sekvence obsa-
hujici mutaci-substituci, bude mit nenulovou vzdélenost. Sekvence pouzité pro vy-
hledévani, jsou stazené ze stranek NCBI, kde je obsazena databaze GenBank (sbirka
viech vefejné dostupnych DNA sekvenci). Sekvence je stazenéa ve forméatu * fasta,
coz je typ formatu pouzivany v bioinformatice. Zac¢iné jednoradkovym popisem né-
sledovanym radky sekvenc¢nich dat, kde popisny radek je od dat odliSen uvozujicim
znakem ">". Tento jeden fadek je pouze informativni a v programu neuzitecny,
tudiz bude odstranén. 8]

Program je napsany v programovém prostiedi MATLAB, ktery vyvinula firma
MATHWORKS. Tento nazev je odvozen z anglického vyrazu MATrix LABoratory.
Jedna se o velice vykonny jazyk pro védecké a technické vypocty, zejména v mati-
covych aplikacich. Matlab obsahuje velké mnozstvi knihoven, které jsou pouzivané
pro velikou skalu lidskych ¢innosti a mohou byt mezi sebou pouzivané, vylepso-
vana a nové doplhovana. Velkou vyhodou je moznost si vytvorit a pouzivat grafické
prostiedi pomoci GUIDE, ktera usnadnuje komunikaci mezi uzivatelem a aplikaci

podiizenym kodem.

3.1 Popis uzivatelského prostredi GUIDE

Program pro vyhledévani repetitivni DNA se sklada z grafického uzivatelského roz-
hrani vyuzivajici jednotlivé funkce. Uzivatelské rozhrani je navrzeno tak, aby byl
nejsnaze pochopitelny a aby kazdé "policko", vyvolavajici jinou funkci programu
mélo jasné viditelnou funkei k ¢emu slouzi.

Po spusténi programu se objevi uzivatelské rozhrani (obr. 3.2), kde prvnim kro-
kem pro praci, je nacteni sekvence se kterou chceme pracovat. K tomu slouzi tlac¢itko
"Nacteni sekvence". Po spusténi se zobrazi obrazovka, kde nalezneme cestu a na-
¢teme sekvenci ve formatu * fasta. Jakmile nacteme data, zobrazi se ¢ast sekvence
pro ukéazku a informace o nézvu a délce sekvence.

Policko "Zadejte" slozi jako vstup pro kritérium vyhledavani. Nastavi se zde jak
délka plovouciho okna (délka repetetivniho paternu), tak poc¢et moznych mutaci. To
znamend, ze pokud budeme chtit vyhledévat presné repetice, nastavime hodnotu
na nulu. Pro vyhledavani repetic s mutaci, nastavime maximalni hodnotu moznych
nalezenych mutaci, pficemz s vyssi hodnotou musime brat na védomi, Ze se doba

vypoctu znacné zvysi. Jako defaultni hodnota je nastaveno minimum na hodnotu
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Vyhledavani presnych a pribliznych repetic v sekvenci DNA

RESET Mastaven! defaulinich hodnat Region Perioda Délka  |Pocet mutaci Typ

VloZend sekvence

Nacteni sekvence

— Zadejt
Hledana délka repetice:
Minimu
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3

Poiet piipustnych mutaci:

]

HLEDEJ

uLoZ

Obr. 3.1: Uzivatelské prostiedi GUI

dvé. Tato hodnota se muze zménit, ale nesmi byt mensi nez defaultni hodnotu,
jelikoz mensi repetici nema logickou funkci vyhledavat. Tyto vstupni hodnoty jsou
opatfeny proti Spatnym vstupnim hodnotam, po prikladé zahajeni vyhledédvani bez
vstupnich tdaji. V takovém to pripadé, vyhledavani nezacne a zobrazi se chybova
hléska, ktera upozorni na chybu a kde se nachézi.

Po vyplnéni vSech policek, se po stisknuti tlac¢itka "HLEDEJ" spusti vyhledé-
vaci program a vypiSe v tabulce v8echny nalezené repetice, doplni informativni okno
o poc¢tu nalezenych repetic a procentuélni vyskyt, ktery se vypocita nasledujicim
postupem:

Sp

p= 2100[%] (3.1)

Sy ... délka repetitivni sekvence

Sm ...pocet mutaci v sekvenci

V tabulce zobrazujici vysledek jsou sefazeny vysledky od nejmensich nalezenych re-

petic po nejvétsi. U kazdého vysledku je zobrazen i v jaké ¢asti sekvence se repetice
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nachéazi (region), pocet opakovéni(perioda), délka nalezené sekvence, pocet naleze-
nych mutaci a hlavné jak nalezené repetice vypada. Pod tabulkou se navic objevi
informace, jak dlouho se dané repetice hledali v minutach a sekundéch.

V piipadé dalsi prace s témito daty je pomoci tlagitka "ULOZ" ulozit vysledek
do formatu *.zls. Soubor se ulozi v misté, kde se program nachazi pod jménem, jak
se soubor jmenoval pii jeho nac¢teni (tato informace se nasledné i vypise, coz potvrdi
splnéni piikazu).

Po ukonceni préace s imyslem znovu spusténi pro novou praci neni nutnosti pro-
gram vypnout. K tomuto slouzi tlacitko "RESET". Tato funkce smaze vSechny
proménné a tudiz je idedlni pro opakovanou praci, kdy chceme smazat dosavadni
nalezy a pracovat s novou sekvenci, nebo chceme zménit vstupni tidaje pro vyhle-
davani. Tlacitkem reset taktéz vratime vzhled uzivatelského prostfedi na puvodni

nastaveni.

3.2 Rozbor programu

Zakladem navrhovaného programu je nékolik cykli, které budou porovnavat sekvenci
pomoci dvou sousednich plovoucich oken. Plovouci okna se posouvaji po sekvenci a
porovnavaji mezi sebou hodnotu Hammingovy vzdalenosti. Program by mél spliiovat
nékolik kritérii, jako je pfesnost a rychlost. Presnosti se mysli nalezeni vSech repetic.
Ptesné repetice by mély byt nalezeny bez problémt, ovem u repetic s mutaci je to
uz problém, jelikoz program musi nasledné i vyhodnotit, zda v nalezenych repeticich
s mutaci se nenachézi i presné repetice, které jsou pro vyhledavani dulezité. Napf.
podle obr. 3.2 1ze vidét, ze obrazek A nalezl repetice s mutaci, ukon¢il vyhledavani
dané tandemové repetice, preskocil tuto ¢ast a pokracoval ve vyhledavani dal. U
obrazku B je ta samé sekvence, akorat vyznacena pfesnymi repeticemi, které by
praveé byly presko¢eny (nenalezena). Rychlost je u programu neméné duleZita a proto
se musi provést diagnostika, zda program napt. zbytecné neprohledava jiz prohledané
¢asti sekvence a prodlouzi tak dobu trvani vyhledéavani, coz se na datech obsahujici
dlouhé sekvence nejvice projevi.

Pfed samotnym zac¢atkem psani programu, jsem si musel vytvorit plan, tzv. vy-
vojovy diagram (obr. 3.3), podle kterého jsem se musel drzet pii zadavani podminek
a opakovacich cykli. Z pocatku byl tento vyvojovy diagram jednoduchy a obsahoval
pouze par bloki, jakozto zakladni myslenku. Postupem casu se vyvojovy diagram
rozsitil podle potieby a nutnosti dodéni nékolika bloki. Vyvojovy diagram je dopl-
nén ¢isly, které slouzi pro upfesnéni v nasledujicich kapitolach. Samotny program je
rozdéleny na tii ¢asti, z ¢ehoz prvni je hlavni a ostatni jsou podprogramy. Prvni ¢ést

programu "bakalar" je uzivatelské prostiedi, a v ni vlozené funkce pro vykonavani ur-
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Obr. 3.2: Rozdily mezi vyhledavani

¢itych operaci po stisknuti tla¢itka. Druha ¢ast "prohledavani" je podprogram, ktery
se vyvola po stisknuti tlacitka hledej a jak uz nazev napovida, cely podprogram se
zabyva vyhledavanim repetitivni DNA. Treti ¢ast "serazeni" slouzi pro vyhledavani
s mutaci, kde program s nalezenych tandemovych repetic vyhodnoti, ktery nukleotid

se nejcastéji opakuje a nasledné ho pouzije pro vzor.

Okno se nastavina konec
detekované repetice

4 I Vytvofenivzoru opakujicich se nukleotidd

Posunokna o1
Mutace nenalezena

Porovnavani po
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detekcirepeticbez mutaci
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sevzory a umisténi formatu

5

Obr. 3.3: Vyvojovy diagram na zédkladé Hammingovy vzdalenosti
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Nacteni sekvence
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Po stisknuti tla¢itka pro nacteni sekvence (blok 1) se spusti ¢ast programu, kde se
vyhleda cesta k fasta souboru, nacte se, odstrani prvni fadky obsahujici prebytecné
informace a ulozi se do paméti pouze sekvence a informace o souboru. Tyto informace
se zobrazi v uzivatelském prostfedi pro predbézné zjisténi informaci jako je délka
souboru a ¢ast této sekvence. Program je urcen jen pro soubory typu * fasta. Nize

je zobrazena Cast programu pro vyhledavani.

[nazev,cestal = uigetfile(’*.%7);
nazevcel = nazev;
n = length(nazev);
nazev = nazev(l:n-6);
hlavicka = [];
sekvence = [];
fid = fopen(nazevcel);
tline = fgetl(fid);
hlavicka = tline;
while ischar(tline)
tline = fgetl(fid);
if tline "= -1
sekvence = [sekvence tline];
end
end
fclose (fid);

Podminky

Jak jiz bylo zminéno, program obsahuje nékolik podminek proti neuvazenému vstupu
vstupnich podminek. Tato kontrola se neprovede hned po napséni, ale az po stisk-
nuti tlacitka hledej. Tato podminka je v cyklu, ktera na zacatku definuje pravost

vstupnich podminek.

if sekvence(1) ~= ’Q’ && max >= min &% max "= 0 && min >= 2 && mut < min
Pokud je pravost ovéfena, program se odkaze na podprogram prohleddvdni, kde
vyhledava tandemové repetice. V opacném piipadé program vypiSe nékterou s na-
sledujicich chyb, které by méli upresnit o jaké chybé se jedna, a tak chybu opravit:
e CHYBA: Neni nac¢tena sekvence
e CHYBA: Maximum nenalezeno

e CHYBA: Maximum musi byt vétsi jak minimum

CHYBA: Minimum musi byt vétsi nebo rovno hodnoté 2

CHYBA: Pocet pripustnych mutaci musi byt mensi nez minimum
CHYBA: Neznama chyba

Prohledavani sekvence

Po ovéreni podminek pro vyhledédvani se spusti podprogram, kde na zacatku je

piikaz tic, ktery spusti ¢ita¢. Cita¢ se ukon¢i na konci prikazem toc, ktery ulozi
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celkovou dobu vyhledavani v sekundach. Obyc¢ejnym dopoctem ziskdme celkovy cas
vyhledédvani v minutach a sekundéch. Dalsi ¢asti je prevod nukleotidové sekvence
na Ciselnou sekvenci (A = 1, G = 2, C = 3, T= 4), ktera zajisti lepsi orientaci v
programu (blok 2).

for i = 1:n
switch sekvence (i)
case {’A’,’a’}
sek(i) = 217,
case {’C’,”
sek (i)
case {’G’,”’
sek (i)
case {°’T’,?
sek (i)
otherwise
sek (i) = * 7,

37;

>}
=
g’}
= ;2:;
t7}
=

47

end
end

Podle bloku 4 si program zjisti délku sekvence po které se budou posouvat a v
nésledujici smycce si vytvori 2 okna, ktera se budou navzajem porovnéavat a vypo-
¢itdvat Hammingovu vzdélenost. Pokud Hammingova vzdalenost nebude odpovidat
vstupnim hodnotam (maximum mutaci), posunou se okna o jednu délku. Tento cyk-
lus se opakuje do té doby, dokud nedosahne odpovidajici Hammingovy vzdélenosti.
Poté jedno okno ziistane na stejné pozici, kdezto druhé se posune o délku okna a
znova se porovna, zda neni nasledujici okno tandemovéa repetice. Tento postup se
opakuje do té doby, dokud se jiz okna od sebe nebudou lisit. Pokud se tak stane,
program si ulozi do paméti vsechny dulezité proménné (region nélezu, délka repetice
a pocet opakovani) a obé dvé okna se presunou na posledni nalezenou repetici, kde
budou pokracovat ve vyhledavani. V pripadé, Zze bychom nalezli tandemovou repetici
s mutaci, cely nalezeny tsek by se znovu prohledal pro piipadné presné tandemové
repetice, které jsou dilezitéjsi. Pokud by byla nalezena, tak i tato repetice se ulozi
do paméti. Pri nalezeni tandemové repetice se repetice rozlozi a vyhodnoti, ktery
opakujici nukleotid se nejcastéji objevuje. Tyto nukleotidy potom spoji a program
jej pouzije jako nalezeny vzor. Az délka okna dosdhne konce sekvence, program
dosahl maxima délky okna se ukonéi, v opa¢ném piipadé se délka okna navysi a
znova zapocne pii této délce prohledavat sekvenci. Tento cyklus se opakuje dokud
nedosdhne maximalni délky, poté si vSechny nalezené repetice ulozi do struktury a
dopocité podle vzorce 3.1 procentuélni zastoupeni mutaci v nalezenych repeticich.
Po vykonani vSech predchozich tkont, vypise do tabulky v uzivatelském prostiedi
v8echny nalezené repetice (blok 5).

for i = min:max
odp = n-((2%i)-1);
no3=0;
for j = 1:o0dp
if j>no3
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zac = sek(j:j+i-1);

kon = sek(j+i:i+j+i-1);
pocet = 0;

opak = 1;

citac = 0;

while pocet <= mut
for k = 1:1
if zac(k)==kon(k) && zac(k)~=’ ’ && kon(k)~=’

else pocet = pocet+l;
end
end
citac = citac + 1;
if pocet <= mut
pocet_kon = pocet;
opak = opak+1;
zacl = (citac*i)+j;
zac2 = (citac*i)+(j+i-1);
konl = (citac*i)+(j+i);
kon2 = (citac*i)+(i+j+i-1);
end

if pocet <= mut && kon2 <= n

kon = sek(konl:kon2);
elseif opak>=2 || (pocet <= mut && kon2>n)
celk = celk+1;
if mut==
typ = sekvence(j:j+i-1);
else
[typ]l = serazeni(i,j,zac2,opak,sekvence);
end

seznam(celk)=struct (’Typ’,typ,’0blast_zac’,j,’0blast_kon’,
zac2,’Pocet_opakovani’,opak,’Delka_vzoru’,i,’
Pocet_mutaci’,pocet_kon);

pocet = 1000;

end
end
end
end

3.3 Popis programu na prikladu

Pro lepsi pochopeni programu je zde ukazkovy priklad, ktery se bude odvijet od
vyvojového diagramu (obr. 3.3) pomoci jednotlivych blokti. Z pocatku si vyzkousime

vyhledavani presnych repetic. Vytvoiime si nahodnou sekvenci jako napft.
sekv.GGTAACAACAGTAACAGTAACCGT.

Prvni blok tuto sekvenci nacte.

Druhy blok zjisti délku sekvence n = 24 a prevede ji na ¢iselnou formu.
GGTAACAACAGTAACAGTAACCGT = 224113113124113124113324

Tteti blok nastavi parametry, podle hodnot nastavenych na vstupu. Pro nas piipad
je nastaven maximum okna = 8 a pocet moznych zmén (mutace) = 0.

Ctvrty blok za¢ne prohledavat sousedici okna, jak muzeme vidét na néasledujicim
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modelu.

113

224113113124 113 124 113 324 i
224
111 =1+141=3
131
2241131131 241 131 241133 24 e

241 —Ei
110=1+1+0=12

Okno o délce 3 se posouva o jeden dilek a vypocitava Hammnigovu vzdalenost.

Pro presné repetice se musi Hammingova vzdalenost rovnat 0, coz v tomto pripadé
neni.

224113 113 124 113 124 113 324 113
IR
113 113 FAEER,
\ﬂ\ 000 = 0+0+0=0
124
113

011=0+1+1=12

Okno pti detekci nulové Hammingovy vzdalenosti se posune o délku okna a
porovna, jestli neni dalsi okno tandemova repetice. V tomto piipadé neni, protoze
vzdalenost vysla 2. Jelikoz jsme zadali, Ze nevyhleddvame mutaci, ulozi se repetice
do paméti i s doprovodnymi informacemi (region, délka, perioda, po¢et mutaci).
Po prohledani celé sekvence, blok 5 navysi délku okna o 1.

224113 113124 113124 113324 113124
LT rrrrnl 113124
113124 113124 i
\f 000000 = 0
113324
113124
000100 = 1

V tomto pripadé byla nalezena stejné sousedni sekvence o délce 6. Pri porovna-
vani dalsiho okna vysla Hammingova vzdélenost 1, coz naznacuje bud jinou sekvenci
nebo sekvenci obsahujici mutaci - substituci.
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Po dosazeni maxima okna se program ukon¢i a zobrazi se vysledek, neboli pocet
nalezenych repetic, jejich délku, periodu, umisténi a piipadné mutaci. Tento piipad

lze vidét na obr. 3.4.

Vyhledavani pifesnych a pribliznych repetic v sekvenci DNA

RESET Nestaveni defaulinich hodnet Region Perioda Délka  |Pocet mutaci|  Typ
1 |48 2 3 ] AAC
2

7-18 2 6 0 AACAGT
VinZena sekvence: GETAACAACAGTAACAGTAACCET
Nacteni sekvence
— zadeit
Z ’ Nazev: Moje_sekvence
Hledana délka repetice: Délka sekvence: 25
3 - [

Poget piipustnych mutaci

0

HLEDEJ

Obr. 3.4: Vysledek vyhledavéani bez mutaci

Pr1i zadani vstupni hodnoty neshod > 0, by byla vyhledana tandemova repetice
obsahujici mutaci. Tento program dokaze vyhledat mutaci obsahujici substituci, je-
likoz je zachovana stejna délka sekvence. Pti deleci nebo inserci je zménéna délka
sekvence, a tudiZz okno neni schopné rozpoznat, zda chybi nebo naopak piebyva
nukleotid.

P1i nastaveni moznych mutaci = 1, je vysledek na obr. 3.5.

Vyhledavani presnych a pfibliznych repetic v sekvenci DNA

RESET Mastaveni defauttnich hodnot Region Perioda Délka  Pofetmutaci  Typ
1 [38 2 3 1 TAA
2 |48 2 3 ] AAC
3 |67 2 6 1 CAACAG
SE s 4 (718 2 6 ] AACAGT
VioZend sekvence: GETAACAACAGTAACAGTAACCGT
Nacteni sekvence
_ Zadejt ,
o Mézew: Maje_sekvence
Hledana délka repetice: Délka sekvence: 25
Minimum e Potet nalezenych repetic: 4

PoCet mutack 55556 %
3 = 8

Pocet pfipustnych mutaci,

1

HLEDEJ

Obr. 3.5: Vysledek vyhledavani s mutaci
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3.4 Zhodnoceni

Tento program byl vyzkouSen na nékolika mych vytvorenych sekvencich a hlavné
na sekvencich stazenych jiz z vySe zminénych stranek UBMI a to sekvenci zvirat
véetné ¢lovéka (Homo sapiens, Rattus norvegicus, Macaca mulatta, ad.). Vysledky

jsem zhodnotil a porovnal s jinymi programy pro vyhledavani tandemovych repetic.

3.4.1 Zhodnoceni rychlosti

Pti hodnoceni rychlosti vyhledédvani tandemovych repetic, byla nejvhodnéjsi sek-
vence, kterd je stejna (opakujici se dlouhé délka sekvence)a jeji délka sekvence by se
pouze navysovala. Protoze v opacném piipadé, tedy rozdilnych nukleotidech v celé
casti sekvence, by bylo velice neefektivni zhodnotit délku ¢asu pro vypocet, jelikoz
movych repetic. Jelikoz takova sekvence v populaci svéta neexistuje, musel jsem si
takovou sekvenci si vytvorit (napsat). Vyuzil jsem jiz vytvorenou sekvenci v sekci
3.3, tedy GGTAACAACAGTAACAGTAACCGT. Tuto sekvenci jsem kopiroval a
ukladal tak dlouho, dokud jsem nevytvoril nékolik dlouhych sekvenci odpovidajici
postupnému navyseni. Tyto sekvence jsem nésledné pouzil v programu a zapisoval

si délku ¢asu vypoctu, které jsem zobrazil v néasledujicich grafech (obr. 3.6, 3.7).

Zavislost délky vypoctu na délce sekvence a délce okna

B0

: A
. i

) Pl

= B -
. e

a 20000 40000 &0000 20000 100000 120000 140000

éas 5]

Délka sekvence [bp]

Obr. 3.6: Zavislost délky vypoctu na délce sekvence

Graf 3.6 se zaméfuje na rozdil v délce vypoctu pii riuzné délce okna (ktera je
popséna v legends), ale pfi vyhledavani pouze presnych repetic. Z tohoto grafu
jasné vyplyva, ze se zvétsujici se délkou sekvence se zvysuje nelinearné délka vypo-

¢tu. Tomuto faktu jasné nasvédcuje i to, ze pii délece 60000 bp a 120000 bp (tedy
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dvojnésobnd) trvala délka vypoctu piiblizné o 2,5krat déle, kdezto pii pocate¢nich
hodnotach 2400 bp a 4800 bp trvala délka vypoctu 2,1 krat déle. Pti extrémni délce
1008000 bp, jsem vypocital ze oproti 120000 bp uz délka vypoctu vzrostla o 9,5 krat.

V grafu je rovnéz zobrazeno, jaky méa vliv zvysujici se délka okna na case.

Zavislost délky vypoétu na délce sekvence a povolené
mutaci

60

o Wl

40

) P

20

10
d /

a 20000 40000 60000 &0000 100000 120000 140000

éas [s]

Délka sekwvence [bp]

Obr. 3.7: Zavislost délky vypoctu na délce sekvence

Graf 3.7 se zaméfuje na to, jaky ma vliv zvysujici se maximalni dovolen&d mu-
tace (legenda v grafu) na case, pii zachovani stejné délky okna. V tomto grafu lze
jasné vidét, ze oproti presnym repeticim maji mutace velky néarist ¢asu. Pti dal$im
zvysSeni poctu mutaci uz takovy nartst nebyl. Tento jev nastal proto, ze pii prozkou-
méani mnou vytvorené sekvence a vysledku zjistime, Ze pocet nalezenych repetic u
vyhledavani mutaci 1 a 2 je stejny, jenom byla navysSena délka nalezenych repetic.
Proto usuzuji, ze pii jiné sekvenci, ktera by navysila pocet nalezenych repetic, by se

zvysil ¢as podobné, jak tomu bylo mezi nulovou a jednou dovolenou mutaci.
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3.4.2 Zhodnoceni presnosti

Vysledky programu jsem meél moznost porovnat s nékterymi, jiz nalezenymi repe-
ticemi z jinych programu. Vstupni podminky jsem zadéval v souladu nalezenych
repetic v ¢lanku (napf. maximalni délka okna). Zkousel jsem nalézt, zda jiz vyhle-

dané repetice z jinych programu, taktéz dokazal najit muj program.

L36092

Jedna se o sekvenci beta receptoru T bunky z ¢lovéka o délce 684973 bp. Tato sek-
vence je jiz vyhledana v ¢lanku [4] s velkym vyskytem tandemovych repetic, a proto
byla vhodna pro porovnani. Pri jeji délce ovSsem byla horsi pro pakované vyhleda-
vani, jelikoz délka vyhledavani trvala v zavislosti na nastaveni 35-50 minut. Nejprve
jsem zkontroloval presnost vyhledavani pfesnych repetic. Zde mtuzu konstatovat, ze
vSechny repetice nalezené v ¢lanku, muj program nalezl také s presnym urcenim.
Jediny rozdil byl, Ze u kazdého vypsani regionu, byl konec jejich regionu o jeden bp
kratsi. Jelikoz je tenhle problém u kazdé nalezené tandemové repetice predpoklé-
dém, ze algoritmus bral v ivahu konec regionu jako bp, kde uz tandemové repetice
neni. Tento fakt nasvédcuje i ruénimu spocitani vyskytu tandemové repetice. Jen

pro zajimavost, délka vypoctu této sekvence trvala zhruba 85 minut.

(. S—f
‘ Human 3 T eell receplor locus sequence - 884,973 bp Region Perioda| Délka |Pocet mutaci| Typ
| 13887 (9157591584 2 5 0 TGTGG -
T T T
Indices | Period| Copy |Consensus | Percent |Porcent [Score | A | €| G | T | Entropy i 92444-92455 B 5 0 e
Size |Number| Size |Matches | Indels (0-2) 13889 |92465-92479 3 5 0 UL
w4657 | 15 | 21 1 94 5 | 53 |41)25)6 (25| 179 15866 |99921-99956 3 12 0 GTGTGTGTGTGT 2
1250613266 | 60 | 112 5% 2 7| 405 |28)20|10 30 1: 15867 2 12 0  CCACCATCTGAT
2UBE3-21905 | 14 28 16 86 13 | 63 |44)13) 6 31| 172 i
48825-48928 | 52 20 52 9 o | 181 |42|9 20(27| 188 LSEOR | 2488151 2406 02 12 LI STOIGIGICIS
34876-84013 | 17 22 17 95 0 67 {2613} 10]50] 133 . . S
|_92441-92488 5 A8 5 85 1 54 |0 1710 [82] 068 15881 |262089-262112 2 12 0 AABABSBMBBBA -
| “9o921-99961 | 2 205 2 100 0 82 | 0| 0]51]48] 1.00 5532
TITZar 110351 12 20 7 100 [ 50 _|24[44] 8 [24] 180 = 283616 20368 B 1= S GAECTIETOTOAG
STF IO, 5 pA| L) EL3 ] T | B (AT 18|31 L&l | 15883  |307001-307036 3 12 0  GTGTGTGTGTGT
124841 -124887 2 3.0 2 B6 4 | 67 G| 04646 1.28
134820-134856 | 2 185 2 9 0 56 (48] 2 2 |48 130
189754-180806| 2 2.5 2 92 i 88 | 0|0 [45]54| 099 16005  [438446-438527 2 # 0 TAATATATAAATAT..
193027193059 6 | 5.5 6 92 0 57 (o088 ose T Il 344711-344308 PJ 49 0 GACCTAACACAAT.
216002-216043| 19 22 19 95 i 75 136 16/23| 21| 193
[253516- 288544 _12 24|12 100 0| 88 [iT|i7|41]24| L0 409757409780 2 12 0  CTGCCTCTGCCT -
[3aa711 343810] a9 20 5 100 0 | 200 |33]26]21]20] L&7 |5l |
Si02i8-J70J2d 22 2.0 2e ) L] Bl 2417|1542 188 &2 12 o TATITACAATTA
109705-400783| " 6 135 8 90 5 81 [0 |67]5|27| 112 | 15802 [438373-438306 2 12 0  TATATATAAATA
410172410459 | 39 5 31 79 9 | 280 |11|37|83 17| 186 -
410172-410459] 116 | 25 116 &6 1 |30 [n|3rissig] 186
(31581 43t601] 12 237 12 100 ] 54 [40] 70|51 130 J 12620 |470394-470401 2 b I _ICCAG =
Ta2162-142208| 2 135 ] 100 [0 54 10 0[48]51] 100 12630 0590-470625 [] 4 0 AAAT
444036444083 | 2 24.0 2 o1 0 78 |47|47| 40| 121 12631 470626-470633 2 4 0 ACTT
455160455204 18 26 18 &0 6 67 (53] 0|24|22| 146 |
405203405246 | 2 22.0 2 95 0 19 [s0l47lol2]| 113 —~ - — .
g R i I N ) 3 00 T [ 74 75/ 010 28] 040 158 [512706-512715 2 5 0 TACTT -
512990-513015] 5 53 5 100 0 52 1611 0/38/0) 096 F——1 14529 [ERE|EIEIIFN S 5 0 AGGAA
5a00a3-HaaT20| 2 19.0 2 100 0 76 (50000 [60] 1.00
568123-568164| 13 | 3.1 13 88 6 | 57 |52 4)2 0] 135 14530  |514598-514808 2 s 0 CAAmA
612431-612470) 19 2.1 19 90 0 82 132 10|9935] 187
| 614487-614565] 34 20 | ET 100 [1] 138 120[28]17(33] 1.95 16003 |377607-377672 2 33 0 TATATATACACTCT... ‘
| Go%pI26a8674| 12 37 12 BT 3 52 |46]23| 0 [30] 152 v
isa213-6344171 30 | 70 l e ) 7 a3 lsrlasioforl 1ar LI 614407 614564 B M 0 TCTGCTCTCAGAAG..

Obr. 3.8: Porovnani vysledki (vlevo vysledek z ¢lanku [4], vpravo muj vysledek)

Pro vyhledavani repetic s mutaci jsem jiz takového vysledku nedoséhl. Jednim z

divodu zhorseného porovnavani bylo, ze v ¢lanku nebyl napsano o jaky typ repetice
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se jedné a proto jsem mohl pouze porovnavat podle toho, Ze nalezena repetice méla
stejnou délku pri stejném nebo podobném regionu. Dalsi z davodi je, Ze jsem se
v ¢lanku nedocetl, jaka kritéria byla nastavena pro vyhledavani (pocet mutaci).
V nékterych pripadech se moje vysledky shodovali s vysledky v ¢lanku, i kdyz se
¢astecné lisily v nalezeném regionu. V jinych piipadech nasel muj program vysledky,
které v ¢lanku nebyly popsany. Z téchto divodi jsem dosel k nazoru, Ze nemtuzu

zhodnotit vysledky téchto algoritmii.

X64775

Tuto sekvenci jsem vybral zamérné a to proto, abych poukazal nad rozhodovacim
pravidlem ve vyhledavani. V ¢lanku [3] jsou sice jen ti vysledky této sekvence, ale az
tady jsem si v8iml jisté anomalie. V ¢lanku piSou, Ze vysledky jsou presné repetice,
ale po blizsim prohledani a nevyhledani téchto urcitych sekvenci mym programem
jsem zjistil, Ze se jedna o repetice s mutaci. Proto jsem zménil parametry vyhledavani
a 1 pfesto jsem téchto vysledki nedosahl. Po blizsim prohledani programu krok po
kroku jsem zjistil, Ze mtj program v predchozich mistech nalezl repetici s mutaci,
kterou znova prohledal a nalezl hledanou sekvenci s ¢lanku. Tato sekvence ovsem
byla kratsi, protoze uz nevyhledaval repetice s mutaci, ale pouze presné repetice.
Poté tuto ¢ast preskocil (bylo oznaena jako misto néalezu) a jiz se timto nezabyval.
Tento problém by mohl byt vyfeSen tim, Ze by nalezené mista nepreskakoval, ale
posouval se po jednom dile. OvSem tato oprava by byla na tkor ¢asu, jelikoz by se
znacné zvysila doba vyhledavani a zvysilo by se také mnozstvi nalezenych repetic,
které by byli v podstaté ty samé, akorat pozménéné praveé o jeden posunuty dilek.
U kratkych sekvenci by se zvySeni ¢asu moc neprojevilo, oviem u dlouhych sekvenci

by program klidné mohl vyhledavat i nékolik hodin.

7 [4954

8 |sa72

Gene Region (bp) Period Repeat Unit No. of Copies 9 [59-73

49 - 57 3 TAC 3.0 10 |75-86
Xo4775 | 59-76 3 CGG 6.0 11101106
141 - 188 3 GGC 15.7 12 |107-115
13 [109-114
Repeat sequence: Eau
118-121
41 CGCACATGTR BINEERE \CG GCGGCGGUGE COGTGGATGA L
$1 GGCGCAGTTC TTGCGGCAGA TGGTGGCCGC GGOGGATCAC 15 |118-123
121ICACGCGGOCG COGCTGGGAG AGGAGGCGGC GACGGCGACG 16 [124-138

161GCGGCGGOGE CGGOGGOGGE GGTGGCGGGG AGAGGAAGCG 17 hara

18 [133-144
19 |140-145
20 |148-190
21 148151

22 [152-181 10
23 [158-182

TAC ]
GLG
£GG |
GGA
GG
iee
6LG
Acc

GCC
GCC
AGA
GAG
GCG
GCG
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Obr. 3.9: Porovnani vysledkii (vlevo vysledek z ¢lanku [3], vpravo miij vysledek)
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4 ZAVER

V této préci jsem se zabyval typy repetitivii DNA a jejich vyhledavani v sekvenci
DNA. Mym tkolem bylo vytvofit program v programovém prostiedi MatLab, ktery
by dokazal vyhledat presné i priblizné tandemové repetice na zakladé Hammingovy
vzdélenosti.

Vytvoreny algoritmus jsem mél moznost vyzkouset na nékolika sekvencich, jak uz
mnou vytvorenych tak i stazenych z internetového portalu NCBI. V ¢asovém ohledu
si myslim, Ze tento program je velice rychly, jelikoz preskakuje jiz nalezené repetice
a znovu se jimi nezabyva. Z vysledki jsem zjistil, Ze se zvétsujici se délkou sekvence,
roste délka vypoctu, kde kiivka v grafu ma tvar exponenciély. Pi vyhledavani mutaci
je rist ¢asu mnohem zvysi, kdezto navyseni délky maximalniho okna mé za nésledek
pouze malé navyseni asu v fadech milisekund az sekund.

Program se velice osvédcil pti vyhledavani presnych repetic, kdy jsem mé vy-
sledky porovnal s vysledky v ¢lancich. Tyto vysledky byli velice podobné nebo do-
konce i ptresné. Z toho jsem vydedukoval, Ze pti vyhleddvani presnych repetic nema
program zadny problém. Pro vyhledavani repetic s mutaci se program taktéz osved-
¢il, pfi mych navrzenych sekvencich dokazal vSechny repetice s mutaci vyhledat,
taktéz pri kombinaci s presnymi repeticemi nemél problémy. Pti detekovani sek-
venci stazenych jsem ovSem narazil na jednu zajimavost. Mij program po nalezeni
tandemovych repetic s mutaci sice prohleda znovu tu ¢ast pro pripadné presné re-
petice, ale pak celou tuto ¢ast pfeskoc¢i. Pro pripadné mutované repetice, které by
zac¢inali v pribéhu jiz nalezené repetice, by znamenalo nevyhledani této repetice.
Tento problém, muze byt odstranén zabranénim preskakovéni nalezenych repetic a
posouvat okna po celou dobu o jeden dilek, ovSem na tkor rapidniho zvyseni délky
vypoctu. Proto bych navrhoval, pro pfipadné pokracovani s program navrhnout, aby
si mohl uzivatel pfedem oznacit, zda chce podrobné vyhledavani nebo vyhledavani
rychlejsi.

Presto mizu konstatovat, Zze miij program pracuje spravné a vyhledavé jak presné

repetice, tak i repetice obsahujici mutaci.
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