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Abstrakt

T4to bakalarska préaca sa zaoberd skimanim DNA sekvencii genémov réznych baktérii. Cie-
lom je urcit, ¢i je mozné na zdklade poc¢tov n-tic nukleotidov zistit, z ktorej baktérie, resp.
druhu baktérii sekvencia pochadza. Vysledky skiimania boli ziskané pomocou nastroja, kto-
rého realizdcia tvori stcast priace. Vystupom tejto prace si experimenty so sekvenciami na
béaze statistickych vypoctov s frekvenciami n-tic a rozhodnutie, ¢i je tento pristup prinosny.

Abstract

This bachelor thesis deals with the investigation of DNA sequences of bacterial genomes.
The aim is to find out whether it is possible to determine on the basis of the nucleotide tuple
frequencies from which bacteria specie the examined sequence originates. The investigation
results were obtained by a tool whose implementation is also a part of the work. The output
of this thesis are the experiments with nucleotide tuple frequencies based on statistical
calculations and decision whether this approach is beneficial or not.
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Kapitola 1

Uvod

Této prica sa zaoberd analyzou sekvencii bakterialnych genémov. Dizky tychto sekvencii
sa pohybuju v rddoch miliénov nukleotidov a ich porovnavanie byva c¢asovo i vypoctovo
naro¢né. Cielom prace je pokusit sa ndjst zjednoduseny popis genémov zalozeny na réznych
poctoch n-tic nukleotidov a zistit, ¢i frekvencie nukleotidov postacia k tomu, aby sme mohli
vyvodit uzito¢né zavery, napr. rozhodnuf, z ktorej skupiny baktérii konkrétna baktéria
pochadza.

Taktiez budt skiimané moznosti popisu ndhodnych DNA sekvencii, ku ktorym nie su
zname ziadne dodatocné informécie. Z tychto sekvencii prirodzene nemézeme urcit ziadne
parametre okrem ich dizky a frekvencif roznych n-tic nukleotidov.

Praca je urc¢end najmaé pre tych, ktori pracuji s DNA sekvenciami a hladaji rézne moz-
nosti zjednodusenia pristupu, ale aj pre kazdého zvedavca, ktorého tato tematika zaujima.

Sucastou prace je nastroj, ktory umoznuje analyzu danych sekvencii fungujici na baze
skriptov. Nastroj dokaze spracovat Tubovolné sekvencie nukleotidov zadané vo formatoch
FASTA s pripadnou anotaciou vo formate GFF3 a takisto na zaklade frekvencii nukleotidov
generuje Struktiru fylogenetického stromu.

V kapitole 2 je st na uvod objasnené zaklady molekularnej biologie a strucny prehlad
o baktériach a ich struktire. V kapitole 3 je predstaveny tivod do biologickych databiz,
st popisané moznosti ziskania biologickych dat a priklady prace s nimi. Nasledujica kapi-
tola popisuje konkrétny navrh néstroja vyuzitého v tejto praci. Posledné kapitola obsahuje
experimenty a ich zhodnotenie.



Kapitola 2

Zakladné pojmy molekularnej
biol6gie

Na uvod do problematiky budu v tejto kapitole objasnené zakladné pojmy molekuldrnej
biolégie ako je bunka, molekula DNA, gén, geném a nasledne zakladny prehlad o baktériach
a vseobecnom rozdelovani organizmov na baze vyvojovej linie.

2.1 Molekula DNA a jej struktara

Zakladnym stavebnym prvkom prevaznej Casti zivych organizmov je bunka. Bunka svojou
individualitou pripomina obyvatela krajiny, kde v tomto pripade krajinu pripomina urcity
organ alebo cely organizmus. Samotna je prehliadnutelnd, je len jedna z mnohych, no spo-
jenim s inymi bunkami tvoria sidrzny celok. Bunka slizi ako identifikator organizmu, tj.
dokézeme podla lubovolnej bunky urcit, z akého druhu organizmu pochédza. Hovori sa, ze
»Cast celku je ¢astou preto, lebo vo svojej individualite vykazuje charakteristiky celku® [14].

Bunka obsahuje genetickt informaciu o organizme. Tt reprezentuje molekula DNA (de-
oxyribonukleova kyselina; angl. deoxzyribonucleic acid; na obr. 2.1). Podla typu umiestne-
nia molekuly DNA v bunke delime organizmy na prokaryoty a eukaryoty. Prokaryoty su
starsie a jednoduchsie organizmy a molekulu DNA maji ulozeni priamo v cytoplazme
bunky. Eukaryotické organizmy st strukturalne zlozitejsie a v ich bunke sa nachadza jadro.
Jadro vykonava funkciu ,koordina¢ného centra“, ¢ize to funguje podobne ako v pracovnom
procese, kde sa kontrola nad vic¢sim mmnozstvom zamestnancov riesi nadriadenym, ktory
zastresuje mensi celok. V tomto jadre sa nachadza geneticka informaécia.

Molekula DNA je polymér!' a tvori ho retazec nukleotidov. Nukleotid pripomina tehlu
v konstrukcii budovy. Tvoria ho 3 zlozky plniace rozli¢né funkcie: sacharidova zlozka, fosfa-
tova zlozka a nukleova baza. Sacharidova a fosfatova zlozka hraja tlohu napr. pri prenose
energie v bunke. Nukleové bazy su 4, menovite adenin (skratka A), cytozin (C), guanin (G)
a tymin (T). U rastlin sa namiesto tyminu nachadza uracil (U). Nukleotidy tvoria dlhé, tzv.
polynukleotidové retazce. Trojice nukleotidov so zvlastnou funkciou sa nazyvaji kodony.

Molekulu DNA tvoria dva polynukleotidové retazce. Tie su usporiadané do pravotocivej
dvojzavitnice (angl. double helir). Retazce si pevne spojené a su si voéi sebe komplemen-
tarne. Komplementérne (doplnkové) bazy si kombinécie A—T a C—G (pozri obr. 2.2), takze
komplementarny retazec k retazcu AACTG bude TTGAC. Takéto ,,zdvojenie* pripomina
v informatike rézne zabezpecenia proti chybam, ¢ize podobne ako kontrolny sticet umoznuje

makromolekula, dlhy retazec
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Obr. 2.1: Molekula DNA [25]

pri chybajticom tdaji pdvodni informéciu zrekonstruovat. Adenin a guanin maji purinovy?
zéklad a cytozin s tyminom pyrimidinovy zdklad. Purin sa dobre viaze s pyrimidinom cez
vodikovi véizbu (tiez vodikovy mostik) a tym je realizovand komplementérnost.

Struktira dvojzavitnice bola popisana v roku 1953 Jamesom D. Watsonom a Francisom
Crickom, ktori za tento objav dostali roku 1962 Nobelovu cenu [16]. Spirdlovité ttvary sa
vo vesmire nachadzaji v hojnom pocte. Napriklad galaxie maji vécsinou Spirdlovity tvar.
Taktiez aj pohyb Zeme vzhladom k slnecnej stustave je Spirdlovitého charakteru. Vyhodou
spiralovitej struktury je velkd odolnost a trvanlivost. K preruseniu vodikovych mostikov
u nukleotidov vsak stac¢i zvysend teplota (90 az 100°C).

Retazec molekuly ma prirodzene dva konce, ktoré znacime ako 5’ koniec a 3’ koniec.
Tieto oznacenia suvisia s miestom naviazania fosfatovej zlozky nukleotidu a pomahaji pri
urcovani smeru molekuly. Dva retazce molekuly s teda voci sebe komplementarne a anti-
paralelné, tzn. 5’ koniec jedného refazca sa viaze s 3’ koncom druhého a naopak.

Pre popis dizky molekuly sa vyuZiva jednotka bézovy pér (angl. base pair) so skrat-
kou bp, ktory znadf par dvoch komplementarnych béz. Z hladiska dizky molekuly m4 tento
pdr dlzku rovnt 1, kedze do tvahy sa berie len jeden prvok z dvojice. Ndsobné jednotky st:

1kbp = 103bp
1Mbp = 10°kbp = 10°bp,

nazyvané kilobdza a megabdza, ktoré si casto vyuzivané kvoli velkym dlzkam sekvencii —
v rddoch miliénov bazovych parov.

2Purin a pyrimidin s heterocyklické zliceniny obsahujice atémy dusika (naértnuté na obr. 2.2)



Obr. 2.2: Komplementarnost nukleovych baz vyuzivajica vodikové vézby (znézornené ¢iar-
kovane). ,Vinka“ oznacuje miesto naviazania sacharidovej zlozky.

Prokaryotické organizmy (baktérie) st jednobunkové a ich DNA je ulozena v cytoplazme,
kde vytvara kruhovy utvar. U eukaryotickych buniek DNA tvori zvicsa linedarne utvary.
Utvary z molekuly DNA sa nazjvaji chromozémy. Chromozém méze byt v jednej bunke
bud jeden, alebo viacero®. Prokaryota vSak obvykle obsahujt jeden chromozém, ktory byva
oznacovany aj pod pojmom nukleoid.

Prokaryoty tiez mo6zu obsahovat malé kruhovité molekuly — plazmidy. Plazmidy majta
velkost priblizne 1000 az 200000 baz [21]. Plazmidové gény riadia niektoré Specifické vlast-
nosti bakteridlnych buniek, napr. odolnost vo¢i antibiotikam [3].

2.2 Gén a geném ako serializovany organizmus

Kazdy ¢lovek sa vo svojom zivote bezne stretdva s pojmom gén, avsak mnohym je podstata
tohoto terminu nezndma. Je ale vSeobecne zname, ze ak sa u ¢loveka prejavuje nejaké
nadanie alebo ina zvlastnost, reakcia okolia je zvacsa: ,ma to v génoch*. Z tejto zauzivanej
frazy mozno predpokladat, ze gén predstavuje urcita struktiru vyskytujicu sa v organizme,
ktora urcuje nejaku jeho vlastnost.

Slovo gén sa objavilo roku 1909, ked ho dansky badatel Wilhelm Johansen pouzil k ozna-
¢eniu materidlneho nosica dedi¢nosti [%]. Je mozné toto slovo chapat dvojako. Za prvé, gén
je zékladnou informac¢nou jednotkou dedic¢nosti. T.H. Morgan pri stidiu vinnych musiek
(Drosophila melanogaster) dospel k zaveru, Ze chromozémy si nositele genetickej infor-
mécie, tj. gén tzko suvisi s uréitym usekom chromozému [26]. Kedze molekula DNA je

3Clovek mé 23 parov, dokopy 46 chromozémov.



usporiadand v chromozémoch, tak druhy vyznam slova gén mozno chapat tak, ze gén je
zdznam genetickej informéacie v konkrétnom tseku molekuly DNA.

Gény (ako tseky DNA) st vyznamovo ucelené jednotky, ktoré hraju tlohu pri tvorbe
proteinov [8]. Proteiny uz urcuju vlastnosti, ktoré dany organizmus bude mat, napr. farba
kvetov u rastlin. Tvorba proteinov z DNA sa nazyva proteosyntéza.

Genom je celkovy stubor genetickej informacie o organizme. Je to teda stbor vSetkych
génov a ostatnych ¢asti DNA, ktory presne identifikuje organizmus. Na tomto principe fun-
guje tzv. test DNA, ked sa podla vzorky (napr. vlasu) urcuje jej (uz byvaly) ,vlastnik®.
Rozsah genému je a priori priamo timerny zlozitosti struktiry organizmu. Gendém najmen-
sich virusov neobsahuje ani 10 génov, no na druhej strane, geném niektorych eukaryotickych
organizmov je rozsiahly. Geném ¢loveka obsahuje priblizne 20 tisic génov [16], no tie si v ce-
lej DNA rozlozené velmi riedko. VacsSinu sekvencie tvoria tiseky zvané intrény, ktoré sa dalej
netransformuji do proteinov a ich vyznam nie je do dnesného dna presne znamy. Clovek
je vsak vseobecne mélo preskiimany tvor a je odvazne tvrdif, Ze je v jeho konstrukcii nieco
nadbytoc¢né.

Stru¢ny prehlad o genéme udava parameter nazyvany obsah GC (angl. GC-content),
¢ize percentudlny podiel baz G a C k celkovej dizke genému. Vypodita sa podla vzorca:

G+C
A+G+C+T
kde A, C, G a T st pocty prislusnych nukleotidov.
Obsah GC je velmi variabilny a odvija sa od taxonomickej* skupiny (pozri str. 22). S4m
o sebe tento parameter neuddva ni¢ zaujimavé, no vyznam nadobida napr. pri porovnavani
dvoch réznych genémov.

x 100 [%] (2.1)

2.3 Baktérie a ich struktiara

Baktérie st jednoduché jednobunkové prokaryotické organizmy. Ich rozmery st rozmanité a
pohybuju sa okolo rddu niekolkych mikrometrov. St najrozsirenejsim druhom organizmov
na svete [23]. Nachadzaji sa vo vode, v pode, v symbidze s inymi zivymi organizmami, no
niektoré si dokonca schopné existovat aj vo vesmire, ¢ize v relativnom vakuu [7]. V jednom
grame pody zije asi 40 milibnov baktérii a v jednom mililitri sladkej vody je ich priblizne mi-
lién [22]. Baktérie teda vyzaduji rozmanité podmienky pre zivot. Povazuju sa za najstarsie
zivé organizmy (az 3 miliardy rokov staré), ktoré sa vyskytuju vo forme fosilii [20].
Zakladné delenie baktérii je podla tvaru, konkrétne na hlavné skupiny:

e koky — maja gulovity tvar, vacsie druhy tvoria zhluky gulovitych tvarov. Patria sem
napr. streptokok, stafylokok.

e tyéinky (bacily) — maju predizeny tvar podobny ty¢inkdm, vidsie druhy su takisto
tvorené zhlukmi tyciniek. Priklady: Escherichia coli, Nocardia.

e ostatné — maju rozne tvary (pretiahnuty, kyjakovity, Spirdlovity atd.), nevytvaraji
zhluky. Maju zlozitejsiu strukttaru. Patria sem napr. spirochéty, ktoré moézu dosahovat
dlzku az 0,5 mm [18].

Tvary réznych druhov baktérii si znazornené na obr. 2.3.
Obdoba jadra v bakteridlnych bunkach sa nazyva nukleoid (vid str. 5). Ich DNA je
ulozend priamo v cytoplazme vécsinou ako jeden chromozém s kruhovym tvarom.

4taxén —pozri str. 7
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Obr. 2.3: Rozne tvary baktérii [1]

2.3.1 Rozdelenie baktérii

Organizmy na svete si1 velmi rozmanité, napr. baktéria a ¢lovek sa nielen geneticky extrémne
lisia. Preto bol zavedeny systém klasifikdcie organizmov do skupin — taxénov. Skimanim
taxonov sa zaoberd vedny obor — taxondmia.

Zmysel taxondmie spociva v stromovej struktire znazornujicej hierarchiu zivych orga-
nizmov, ktora sa nazyva fylogeneticky strom. Jednd sa o n-drnu stromovu struktiru, ktora
zdruzuje organizmy podla vyvojovej linie.

Obecne sa za zivot na Zemi povazuji organizmy, ktorych stavebnymi jednotkami st
aminokyseliny. Tie sa rozdeluju do 3 hlavnych kategérii: baktérie, archaea a eukaryoty. Ar-
chaea spolu s baktériami povodne tvorili skupinu prokaryotickych organizmov, oddelili sa
az v roku 1977 [27]. Vtedy boli tieto skupiny pomenované ako Archebacteria a Eubacteria,
kedze pOvodne existovala len skupina — prokaryoty. Archaea sa svojimi vlastnostami na-
chadza medzi baktériami a eukaryotmi. Vyznacuji sa extrémnymi podmienkami existencie
ako velké koncentricie NaCl, siry ¢i nizke pH [16].

Baktérie je mozné rozdelovat aj empirickou metédu farbenia podla Grama. Tato metdda
rozdeluje druhy baktérii na gram-pozitivne (dalej G+) a gram-negativne (dalej G-). Vo
vysledku sa pri experimentoch G+ druhy sfarbia do modro-fialova a G- do ruzova. Zavisi
to od vlastnosti bunkovej steny, ktorii maji G- baktérie zlozend z dvoch vrstiev a celkovo
m4 ind Struktiru. Preto su z velkej ¢asti patogény (spdsobuju infekéné choroby). Prislusné
kmene oboch skupin st vyznacené na obr. 2.4.

Struktira vivoja alebo aj zaznam vo fylogenetickom strome je znazorneny v tabulke 2.1.
Bunka ,Zivot* je korefiom fylogenetického stromu. Lavy stipec smerom zhora nadol kon-
kretizuje skupiny organizmov. Kazda nizsia podskupina zdruzuje organizmy s niektorymi
spoloénymi vlastnostami. Toto delenie nie je vSak 100% konecné, pretoze kvoli skiimaniu
mnohych organizmov jedného druhu sa mézu znovu vyclenovat dalsie rozdiely. Nizsim (Spe-
cifickej$im) taxénom nez druh je tzv. poddruh, ktory sa oznacuje urcitym identifikdtorom
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Obr. 2.4: Fylogeneticky strom — ,strom zivota“ zobrazujuici 3 hlavné vyvojové linie: baktérie,
archaea a eukaryoty [2].

alebo opakovanim mena druhu (tak ako aj dobre znamy Homo sapiens sapiens— tzv. ,clovek
dnesného typu®). Poddruhov vSak moze byt velké mnozstvo.

Zivot ‘ ‘ superkategoéria, vSetky zivé organizmy

Doména | Bacteria ostatné: Archaea, Eukaryoty
Risa Eubacteria z historie, pred vyclenenim Archaea ako domény
Kmen | Proteobacteria zvycajne podla zivotnych podmienok

Trieda | Gammaproteobacteria | zdruzuje pribuzné rady
Rad Enterobacteriales podrobnejsie rozdelenie

Celad | Enterobacteriaceae zdruzuje pribuzné rody
Rod Escherichia geneticky blizké druhy

’ Druh ‘ Escherichia coli konkrétny druh s urc¢itym genémom

Tabulka 2.1: Popis taxonomickych kategérii s prikladom baktérie Escherichia coli.

2.3.2 Bakterialny geném

Vzhladom na jednoducht sStruktiru baktérii st bakteridlne genémy vhodné na analyzu.
Preto bol aj prvy prec¢itany geném prave bakteridlny, konkrétne geném baktérie Haemop-
hilus influenzae sekvenovany v polovici 90. rokov dvadsiateho storocia. Ten je relativne
kratky — méd dlzku asi 1,8 Mbp.

Jednou z najlepsie preskimanych baktérii je Fscherichia coli, ktora sa vyuziva ako
vzorova baktéria v biotechnolégiach a genetickom inzinierstve [16]. Je to gram-negativna
ty¢inkovita baktéria, ktora je stucastou ¢revnej mikrofléry teplokrvnych zivocichov vratane
cloveka. Tam napomé&ha tvorbe niektorych vitaminov. Pohybuje sa pomocou bicikov. Jej
geném ma velkost asi 4,6 Mbp.



Gény u baktérif tvoria viac nez 80% dizky genému®. TaktieZ sa u baktérif nenachadzaji
intrény (typické pre eukaryotické organizmy). Stidie ukazuji, ze niektoré baktérie majt
kratsie genémy ako mali ich predchodcovia [15].

Do roku 2012 bolo kompletne sekvenovanych 1017 bakteridlnych, 110 archaea a 36 euka-
ryotickych genémov [13]. Eukaryotické gendémy st vic¢sinou pre svoju zlozitost nedokoncené.

5U ¢loveka su to len asi 2%.



Kapitola 3

Uvod do bioinformatiky

S prudkym technologickym vyvojom sa do popredia dostéva tiez vedna disciplina s ndzvom
bioinformatika. Bioinformatika v skratke je fiziou molekularnej biologie a informatiky. Roz-
voj informatiky mnohonasobne rozsiruje moznosti prace s rozsiahlymi databdzami tidajov.
Povodne sa tieto databdzy udrziavali v podobe papierovych kartoték, no tento spésob velmi
obmedzoval pristup k idajom a taktiez ich modifikacie. Prinos informatiky je revolu¢ny aj
vdaka internetu, ktory tieto data zbavuje pripttanosti ku konkrétnej miestnosti a umoznuje
k nim pristup skadekolvek na svete.

Podla definicie je teda bioinformatika obor, ktory sa zaoberd najmé spracovanim, pre-
hladédvanim a analyzou dat o sekvencii a o struktire biologickych makromolekul [1]. Jed-
noduchsie povedané je to ,vyuzitie pocitacov k hladaniu odpovedi na biologické otézky“
vratane Statistického spracovania ziskanych vysledkov [1].

3.1 Biologické databazy

Biologické data tvoria masivnu odborni datovii mnozinu. Je, takpovediac, nekoneéna, pre-
toze neustdle sa vdaka vylepsenym technolégiam ziskavaji nové data a takisto sa objavuju
nové (presnejsie doteraz neobjavené) organizmy a tento ,strom zivota“ sa neustéle rozvet-
vuje.

Typmi biologickych dat mézu byt sekvencie DNA molekiil ¢i proteinov alebo struktury
molekul. Taktiez aj informacie o biochemickych drahach — réznych metabolickych procesoch
alebo fotosyntéze. Tieto data pomahaji napr. pri vyvoji liekov alebo pri skimani vztahov
medzi organizmami [24].

Najvicsie st databazy sekvencii DNA, RNA (ribonukleovd kyselina) a proteinov. Kedze
je tychto tdajov velké mnozstvo, bolo v minulosti technicky i ¢asovo naroc¢né ich ziskavat.
Metdda ziskavania (¢itania) sekvencie sa nazyva sekvenovanie DNA. Metéd sekvenovania
DNA je dodnes znamych uz mnoho.

Pre spravu databaz sekvencii DNA bola vytvorend medzinarodnd spolupraca INSDC!.
T4 spdja najvicsie strediska DNA dat v roznych castiach sveta. ZastreSuje 3 najvicsie
databazy GenBank, ENA a DDBJ (tab. 3.1).

Tieto databazy si synchronizované — obsahuji rovnaké data a zmeny si v pravidel-
nych intervaloch vymienaji, ¢im udrzuju konzistenciu a aktualnost. Takato paralelizacia
zabezpecuje zalohovanie a rozklada pristupovi zataz.

nternational Nucleotide Sequence Database Collaboration
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GenBank EMBL (ENA) DDBJ
Eurépa
(Spojené krélovstvo)

Sidlo USA Japonsko

National Center

Organizacia for Biotechnology
Information

Vznik 1982 1974 1986

European Bioinformatics National Institute
Institute of Genetics

Tabulka 3.1: Clenské databazy INSDC.

Zaznamy v databdzach neustdle exponencidlne narastaju. NCBI uvadza, ze od roku
1982 dodnes sa pocet béz zdvojndsobi priblizne kazdych 18 mesiacov [12]. Do decembra
roku 2016 GenBank zaznamenal vyse 200 miliard baz tvoriacich asi 200 miliénov sekvencii

[11].

100000

Milidny

10000

1000

100

10

N NN d AN M ST W OO d AN MT W OO F N M 1N O
QM 00 0 0 0 O O O O O A O A O OO OO 0O 00 O d od d dod d o
a0 o0 oo 0000 OO0 00000000000 o o o
oA A A A A A A A A A A A AT N NN AN NN

Obr. 3.1: Vyvoj dat databazy GenBank za poslednych 35 rokov.

Databézy st verejne pristupné. Pristup umoznuju internetové stranky, ktoré su uspo-
riadané tak, aby umoznovali ¢o najjednoduchsie prehliadanie alebo stahovanie.

Existuja nastroje, ktoré umoznuju specifickejsie vyhladavanie. K hladaniu genémovych
dat slizia tzv. genémové prehliadace (angl. genome browser). Struktirou si to tiez data-
bézy, no data cerpaju vacsinou z hlavnych databdz. Umoznuji podrobni vizualizaciu na
rozdiel od holych sekvencii. Genome browsery st dobre optimalizované a dokédzu zobrazit
sekvenciu vratane zvyraznenych génov ¢i inych detailov.

Jednym z takyjchto prehliadacov je UCSC Genome Browser?, ktory vyvija Univer-
sity of California, Santa Cruz (UCSC). Po vyhladani organizmu poskytuje prehlad vset-
kych, k nemu prislichajicich, zaznamov, najmé chromozémy a plazmidy. Tieto zdznamy
su verejné a odkazuju aj do inych databaz. Anotéacie sekvencii si odvodené zo zaznamov
z GenBank.

http://genome.ucsc.edu/
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Vizualizacia sekvencie je na zobrazend na obr. 3.2. Zobrazeny je chromozém Y vinnej
musky. Panel s navigaciou v hornej casti umoznuje postivanie alebo zvacésovanie sekvencie.
Sekvencia je zobrazend horizontalne. Udaje zobrazované v grafe st volitelné, &ize je mozné
zobrazit len to, co je potrebné. Roztriestené iseky v dolnej ¢asti oznacuji jednotlivé gény
a ich poziciu v rdmci sekvencie.

Prehliadac taktiez poskytuje aj zobrazenie 3D Struktur proteinov, na ktoré vyuziva
udaje z databaz proteinov, napr. PDB (Protein Data Bank).

(1) Genomes Genome Browser Tools Mirrors Downloads My Data View Help About Us

UCSC Genome Browser on D. melanogaster Aug. 2014 (BDGP Release 6 + ISO1 MT/dm6) Assembly

move  <<< << < > > >>> | Zoomin | 1.5% 3x 10x base | zoom ouf | 1.5x 3x 10x 100x

chrY1-3,667,352 3,667,352 bp \ enter position, gene symbol or search terms \ a0
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| nsoe,
Reroeq Ganes (B F1UBASE)
|| Refseq censs HHIH  b—H-HHAH | —H L IH
Ensemn 1 Gene Fredictions - s
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Obr. 3.2: Uzivatelské rozhranie UCSC Genome Browseru.

Dalsim webovym néstrojom k prehliadaniu sekvencii je Ensembl genome database
project. Zalozeny bol vyskumnym centrom European Bioinformatics Institute (EBI), ktoré
je sucastou eurdpskeho institutu EMBL. O 10rokov od svojho vzniku, roku 2009, vznikol
sestersky projekt Ensembl Genomes $pecializovany na bezstavovce, tj. baktérie, protista®,
huby a rastliny [5].

Vizualizacia pontka zvacsa rovnaké moznosti ako UCSC Genome Browser, no javi sa
prehladnejsie a vyzaduje mensiu hardvérova naroc¢nost. Umoznuje aj vyhladédvanie na za-
klade génu, ktoré vyhlada organizmy, ktoré dany gén obsahujt.

Svoj prehliada¢ ma aj GenBank. Ten obsahuje velké mnozstvo dat, ale poniika podobné
funkcie ako predchadzajice alternativy.

Za zmienku stoji aj databdza RefSeq (Reference Sequence), ktort (takisto ako Gen-
Bank) spravuje NCBI. Této databdza obsahuje vzdy len jeden zaznam z urc¢itej molekuly
(DNA, RNA, proteinu). Ostatné databdzy vac¢sinou obsahuju viacero verzii sekvencie [17].

Najzaujimavejsou funkciou vacsiny prehliadacov je moznost stahovat data. U DNA sek-
vencii sa vSak jedna o objemné baliky dat.

3.2 Formaty biologickych dat

Mnoho druhov biologickych déat je pre pocitace nutné ukladat serializovane — za sebou do
stuborov. Pri sekvenciach DNA nukleotidy nasleduju bezprostredne za sebou, no uchovavat

3stthrnné oznacenie pre jednobunkové eukaryotické organizmy
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napr. 3D struktiry proteinov nie je jednoduché. Databazy pre tento ticel musia volit vhodny
sposob ukladania.

Sekvencie DNA ¢i RNA st v databdzach ulozené linedarne. Rozdeluji sa len na miestach,
kde st hranice chromozémov. Pri prokaryotickych organizmoch s ¢asto jednym chromozé-
mom su sekvencie v celku a jednoducho sa s nimi pracuje.

Dodato¢né informécie o sekvencidch (metadata) byvaji dostupné v inych — Strikturo-
vanych forméatoch. Tie obsahuju pozicie génov a ich hierarchiu. Najmé pri eukaryotickych
organizmoch moézu jednotlivé tiseky tvorit viacero kombinacii — potencidlnych proteinov.
Takyto proces sa nazyva alternativny zostrih ¢i z angl. splicing.

Jednym z najjednoduchsich formatov pre ulozenie sekvencii nukleotidov ¢i proteinov je
textovy format FASTA (obr. 3.3).

>NC_000913.3 Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655, complete genome
AGCTTTTCATTCTGACTGCAACGGGCAATATGTCTCTGTGTGGATTAAAAAAAGAGTGTCTGATAGCAGC
TTCTGAACTGGTTACCTGCCGTGAGTAAATTAAAATTTTATTGACTTAGGTCACTAAATACTTTAACCAA
TATAGGCATAGCGCACAGACAGATAAAAATTACAGAGTACACAACATCCATGAAACGCATTAGCACCACC
ATTACCACCACCATCACCATTACCACAGGTAACGGTGCGGGCTGACGCGTACAGGAAACACAGAAAAAAG

Obr. 3.3: Ukazka forméatu FASTA.

Na prvom riadku formatu FASTA, ktory zacina symbolom >, st zdkladné informaécie.
V tomto pripade je zvoleny predpis podla databazy RefSeq — NC znac¢i kompletny gendm,
nasleduje identifikdtor organizmu a pripadné doplnkové informécie (¢i sa jednd o kompletny
geném alebo len jeden chromozém apod.). Od druhého riadka do konca stiboru nasleduje
samotnd sekvencia nukleotidov. Databézy rozdelujt sekvenciu na kongtantnd dizku riadka,
v pripade vzorky na obr. 3.3, ktord je ziskana prostrednictvom NCBI je to 70 znakov na
riadok. Ensembl sekvencie rozdeluje na 60 znakov na riadok.

Tento forméat je v podstate najintuitivnejsi — ide o ,,sekvenciu pismen*. Kedze nukleotidy
sa 4, pri ukladani do pocitaca v binarnej stistave je mozné pre zmensenie objemu dat vyuzit
kédovanie nukleotidov na 2 bity. U proteinov je to zlozitejsie, kedze aminokyselin je viac
nez 20, ale aj tak je to tspornejsie, pretoze sa vyuzije asi len 5 bitov na rozdiel od pismen,
ktoré st kédované na 7 a viac bitov.

K anotacii sekvencii sa vyuziva viacero struktirovanych formatov, ktoré sa mézu vy-
skytovat v stbore so sekvenciou alebo samostatne. Tieto formaty sa lisia z vicsej casti len
syntaxou. Vzdy ale obsahuji zaciatocné a koncové pozicie tsekov a informacie, ¢o ten—
ktory tusek znaci. Beznd struktiura formatov, kde je sekvencia spolu s popisom, je v tvare:
informécie o sekvencii — anotécia tsekov — sekvencia. Medzi zname forméaty patria napr.:

GenBank

Format databdzy GenBank, obsahuje podrobné informécie o sekvencii, vratane autorov,
fylogenézy (VyVOJOVQ] linie) organizmov ¢i ddtumov a autorov roznych uprav. Format je
rozdeleny na 2 stipce. V Iavom stipci je typ tidaju a v pravom stipci hodnota. Sekvencia sa
nachadza za kltic¢ovym slovom ORIGIN.

GFF3 (Generic Feature Format)
Ide o 9-stlpcovy textovy format, kde stlpce st oddelené tabuldtormi (obr. 3.4). Vdaka
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tomu je formét vhodny pre shellové prikazy (napr. grep) [19]. Jednotlivé riadky popisuji
konkrétne zaznamy o Castiach sekvencie. Sekvencia znakov ## znaci direktivu, # komentar.
Vyznam stlpcov je nasledovny:

1. stipec — seqid: Identifikitor sekvencie, ku ktorej jednotlivé zdznamy patria.

2. stipec — source: Zdroj sekvencie, vi¢sinou algoritmus, ktory sekvenciu vyprodukoval
alebo databéza, z ktorej sekvencia pochadza.

3. stipec— type: Typ zdznamu (ex6n, gén, mRNA apod.).

4. a 5. stlpec— start a end: Celé ¢isla urcujice zaciatok a koniec oznacovanej c¢asti sek-
vencie. Plati, ze start < end. Rovnost sa vyuziva pri vlozeni dopliujicich informécii.

6. stlpec — score: Desatinné cislo udavajice ohodnotenie zaznamu. Hodnoty st volitelné.

7. stipec — strand: Orientécia vlikna, kladn4 (4) alebo zaporné (—) orientécia. V pripade
nevldaknitych sekvencii je hodnota . (bodka).

8. stipec — phase: Cislo, ktoré vyjadruje pocet béz nutngch pre posunutie k najbliz§iemu
kodénu.

9. stipec— attributes: Zoznam atribitov sekvencie vo forméte nazov=hodnota oddelené
bodkociarkami. Niektoré atributy su:

e ID — unikatny identifikdtor zdznamu
e Name — nézov zdznamu zobrazovany uzivatelovi, nie je unikatny

e Parent — rodi¢ovsky zdznam konkrétneho zaznamu, umoznuje radit zdznamy do
hierarchickych struktir. Jeden zaznam moéze mat viacero rodicov

Na obr. 3.4 je zobrazeny popis sekvencie s ndzvom abc123. Prvy riadok oznacuje verziu
GFF, druhy riadok identifikator a interval diiky sekvencie. Treti riadok urcuje, Ze v intervale
1000 az 9000 sa nachddza gén s identifikditorom gene01. Riadky 3 a 4 st tiseky mRNA
(mRNAO1 a mRNAO2), ktoré uz tvoria stromovu Struktiru — gén geneO1 je ich rodicovsky
prvok. Piaty riadok znaci tsek (exén), ktory je naviazany na mRNAO2. Jeden tsek moze byt
zahrnuty do viacerych spojeni (splicing). Toto je vylepsSenie oproti starsej verzii GFF2.

##gff-version 3

##sequence-region abcl123 1 150000

abc123 . gene 1000 9000 . ID=gene01;Name=G1
abc123 . mRNA 1050 9000 . ID=mRNAO1;Parent=gene01
abc123 . mRNA 1300 9000 . ID=mRNAO2;Parent=gene0O1

+
+ .

+

abc123 . exon 1300 1500 . + ID=exon01;Parent=mRNAO2

Obr. 3.4: Ukazka formatu GFF3.
Kompletnd specifikacia formdtu GFF3 je na [19].

Dalsie pouzivané formaty si tiez: BED (Browser Extensible Data), XML, ASN.1
a iné.
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3.3 Popis DNA sekvencii

Sekvencie (nielen) DNA sluzia k analyze organizmov. Kazdy organizmus mé Specificki DNA
a tak je mozné jednotlivé DNA porovnévat, ¢im sa zistuja rozne vztahy medzi organizmami.

Samotna sekvencia je dlhy refazec zlozeny zo Styroch pismen (nukleotidov). Preto nie je
vela moznosti ich spracovania. Dajt sa u nich sledovat len jednoduché vlastnosti, napr. ako
st nukleotidy za sebou usporiadané alebo ako husto st na danej dizke rozmiestnené. Dalej
je mozné skumat n-tice nukleotidov (dvojice, trojice atd.) a ich pocty. Tieto parametre uz
udavaju presnejsie udaje o sekvencii. Obecne plati, Ze ¢im dlhsia je sekvencia, tym presnejsi
je to ukazovatel.

Kazdu sekvenciu je mozné rozlozit na jej zakladné prvky — nukleotidy. Ziskame tak po-
¢ty nukleotidov. Takto sa urcuje aj zdkladny parameter sekvencie GC-content. Rovnakym
sposobom sa daju urcit aj pocty dvojic, trojic ¢i inych n-tic. Vypocitanim tychto vysky-
tov ziskame usporiadani k-ticu, kde kazdy prvok je péar (n-tica nukleotidov — pocet jej
vyskytov). Ak budeme brat do tvahy dvojice az péatice nukleotidov, ziskame pre sekvenciu
napriklad takdto usporiadanu k-ticu:

A= ((AA, 8), (AC, 10), (AG,9),..., (TTTTT, 2)) (3.1)

ktora zdruzuje atribtty pévodnej sekvencie. Ak v tomto pripade vezmeme do tvahy vsetky
dvojice az pitice nukleotidov, pocet prvkov k bude 42 + 43 4 4% + 4% = 1360. Prirodzene
plati, ze ¢im je n-tica nukleotidov dlhsia, tym mensi bude pocet jej vyskytov.

Takato usporiadand k-tica pripomina jednoduchy bod v k-rozmernom priestore. Preto
sa porovnavanie sekvencii déd riesif aj tymto sposobom. Porovnanie dvoch sekvencii ako
bodov tvorenych ich atribitmi teda zavisi od pozicie tychto bodov v k-rozmernom priestore
(obr. 3.5).

y Y
b, B
b, |
2 A 2 g bz/ﬁ/.....
¥
/'/
a3/
4"/
X - g X
0 a bs 0 a by
(a) 2D priestor (rovina) (b) 3D priestor

Obr. 3.5: Vzdialenost dvoch bodov.

3.4 Vzdialenost dvoch DN A sekvencii

Vzdialenost medzi dvomi bodmi musi byt vzdy nezaporna. Cim je vzdialenost dvoch bodov
mensia (blizsia k nule), tym viac sa body blizia k totoznosti a nimi popisané sekvencie si
si podobnejsie.
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Ak mame dva body A a B, pre vzdialenost medzi nimi platia nasledovné pravidld [0]:
o d(A,B) >0

o d(A,A) =d(B,B) =0

e d(A,B)=d(B,A)

Vzdialenost dvoch bodov sa da urcit viacerymi sposobmi. Zakladny a najpouzivanejsi
sposob je Euklidovska vzdialenost.

Fuklidovska vzdialenost dvoch bodov je zalozena na baze Pytagorovej vety. Jednd sa
v podstate o dizku prepony v pravouhlom trojuholniku, kde odvesny st rozdiely jednotlivych
stradnic. Pre dvojrozmerny priestor je definovana vztahom:

A(4, B) = /(a1 — b)> + (a3 — )’ (3.2)

kde A = (a1,a2) € R? a B = (b1, by) € R? st body v dvojrozmernom priestore.
Analogicky pravidlo plati aj pre n-rozmerny priestor:

d(A, B) = (a; — b;)? (3.3)

1

n

)

kde A = (a1, a9,...,a,) € R" a B = (by,be,...,b,) € R" st body v n-rozmernom priestore.

Dalsou moznostou je napr. tzv. Hammingova/Manhattanska vzdialenost. Obidve
vzdialenosti maju rovnaky princip. Hammingova vzdialenost sa vyuziva v informatike pri
detekeii a oprave chyb na trovni bitov [10]. Obe urc¢uji pocet zmien v ramci dvoch siborov.

Ich definicia je nasledovna:
n

d(4,B) =) |a; — by (3.4)
i=1
Tieto metddy vracaju redlne cislo v intervale (0; c0), pricom 0 znamend zhodu, v opac-
nom pripade vyssie ¢islo vyjadruje vicsiu rozdielnost. Preto metdody mozeme nazvat ako
miery nepodobnosti alebo miery odlisnosti. Euklidovska vzdialenost vyjadruje priamu vzdia-
lenost (,vzdusnu ¢iaru®) a Manhattanska vzdialenost akumuluje len postupné zmeny. Preto
je euklidovska vzdialenost véicsinou presnejsia, ¢o potvrdzuje aj nasledujtci priklad:

A =(2,3,26) B=(28,23,27) (3.5)
E(A,B) =1,07 M(A4,B)=16 (3.6)

kde E je euklidovska vzdialenost a M je manhattanska vzdialenost.

Existuji aj iné metédy, ktoré urcuju mieru podobnosti — korelacie. Patri sem napr.
Pearsonov korelacny koeficient, ktory nadobida hodnoty v intervale (—1;1). Nulova hod-
nota znaci nepodobnost, jednotkovd hodnota znamend uplni zhodu a hodnota —1 urcuje
antikoreldciu (opaéni zhodu). Antikoreldcia nastdva v pripadoch, ak méme napr. jednu
postupnost ¢isel 1,2,3 a druht 3,2,1. Medzi tymito dvomi postupnostami je maximalna
antikorelacia.

Pri viacerych bodoch, kedy nie je vhodné pouzit vzdialenost, sa vyuzivaji rozne Statis-
tické metddy. K urceniu variability mnoziny bodov x sa vyuziva napr. metéda smerodajnd

odchylka s,:
iy (@ — @)
.= i= 3.7
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kde T je aritmeticky priemer danej mnoziny. N je pocet prvkov mnoziny. Tato veli¢ina
udava priemernt hodnotu, okolo ktorej sa hodnoty mnoziny rozprestieraju.

Casto sa pouziva aj veli¢ina variaény koeficient v,., ktord normalizuje dant smerodajni
odchylku k aritmetickému priemeru prvkov mnoziny hodnoét. Pouziva sa napr. vtedy, ked
chceme porovnat dve mnoziny hodnét s rozdielnymi troviiami hodnét (napr. desiatky a
tisice). Obvykle sa vyjadruje v percentéch:

»

£ .100 [%] (3.8)

Vg = —
T

3.5 Zhlukovanie DN A sekvencii

Ak mame dve rézne skupiny atribitov, mozeme z nich odvodit jednu skupinu, ktora zdruzuje
ich vlastnosti. Tento proces sa nazyva zhlukovanie. Takto je mozné zhlukovat napr. farby
vo farebnom modeli RGB. Z ¢ervenej a zelenej sa vytvori z1ta farba. ZIt4 farba je jednotna,
avsak vo svojej podstate je tvorend povodnymi dvomi farbami.

Zhlukovanie je mozné tiez vyuzit pri tvorbe taxonomickych jednotiek a vSeobecne pri
tvorbe fylogenetického stromu, kedZe ten zdruzuje podobné organizmy. Typ zhlukovania
na baze spdjania prvkov do hierarchickych struktir sa nazyva hierarchické zhlukovanie.
Na rozdiel od nehierarchického zhlukovania, v tomto pripade nie st vopred zname skupiny
vytvorenych zhlukov [9].

Mnohé metddy zalozené na posivani a naslednom porovnavani DNA sekvencii st vSak
vypoctovo naroc¢né, preto sa vyuzivaju metddy, ktoré umoznujia najst suboptiméalne riesenie
v prijatelnom case [3].

Hierarchické metdédy st vhodné pre zhlukovanie DNA sekvencii. Cielom je vytvorit sku-
piny — zhluky, ktoré reprezentuji taxonomické kategérie. Tieto zhluky je nutné dalej spijat
do finalnej stromovej struktiry. Problémom je vsak to, ako urcit podobnost dvoch zhlukov.

Ak st sekvencie popisané pomocou poctov n-tic nukleotidov, atributy su ¢iselné hodnoty
a teda je pre ich zhlukovanie mozné vyuzit rézne metédy priemerovania ako aritmeticky,
geometricky alebo kvadraticky priemer.

Ak mame dve usporiadané n-tice frekvencii nukleotidov A a B:

A ((AA,8),(AC,10))
B = ((AA,4),(AC,12)) (3.9)

moézeme 7z nich vytvorit n-ticu C, ktoréd tieto dve zhlukuje. Ak pouzijeme aritmeticky
priemer, vysledna n-tica C bude nasledovna:
8+4 10 4 12

C = ((AA, =), (AC, —

)) = ((AA,6), (AC, 11)) (3.10)

Vyslednd usporiadand n-tica C' je teda tvorend rovnakymi atribitmi ako A a B. Je teda
mozné ju znovu zhlukovat.
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Kapitola 4

Navrh a implementacia nastrojov

Podstata prace spociva v skimani DNA sekvencii bakterialnych genémov. Ulohou je teda
vytvorit ndstroj, ktory umozni analyzu ziskanych DNA sekvencii na zdklade po¢tov réznych
n-tic nukleotidov.

4.1 Implementacné detaily

Vzhladom na neustdly vyvoj v oblasti informac¢nych technoldgii existuje v dnesnej dobe
mnoho komponentov (kniznice programovacich jazykov, frameworky) pre pracu s biologic-
kymi dadtami. Tieto nastroje si vyvijané dokladne, no stale nutia ¢loveka osvojovat si nové
prostredia, ktoré su sice kvalitné, no poskytuji mnozstvo, pre konkrétnu situdciu, nepot-
rebnych funkcii.

V ramci experimentovania pri tejto praci budu stacit zdkladné matematické a Statistické
funkcie, ktoré st jednoducho implementovatelné. Bodom zadania je vytvorit nastroj, ktory
umozni analyzu poctov réznych n-tic nukleotidov. Kedze tato funkcia je dobre dekompo-
novatelnd, je vhodné vyclenit operacie s datami do samostatnych modulov.

Zvoleny bol spbsob, kedy sa jednotlivé skripty spistaju samostatne, tj. neexistuje glo-
bélny bod pristupu, z ktorého st jednotlivé operacie volené. Tento postup bol zvoleny
najma kvoli prehladnosti, aj ked pre nezainteresovaného ¢loveka to moze spociatku posobit
chaoticky.

Za vykonné nastroje boli zvolené programové skripty v jazykoch bash a python verzie 2.7
kvoli svojej rychlosti. Ako operaény systém bol zvoleny Linux. Jazyk python bol zvoleny
najmé kvoli svojej jednoduchosti prace so Struktirovanymi datami. Umoznuje efektivnu
pracu so zoznamami, ¢o bolo vyuzité pri praci s nacitanim sekvencii.

Ovladanie skriptov je rieSené mozno najprimitivnejsim, no niekedy najefektivnejsim spo-
sobom, cez prikazovy riadok (na opera¢nych systémoch unixového typu — shell). Dévodom
tohoto pristupu je, ze nie je potrebné pocas behu programu don explicitne zasahovat. Vzhla-
dom na objem spracovavanych dat st vypocétové operécie ¢asovo relativne naro¢né a idaje
su generované v Sirsich ¢asovych intervaloch. Tym padom sa toto prostredie s priebeznym
vypisom stavov do stborov javi ako vhodné.

Nastroj teda musi pracovat s textovymi formatmi dat FASTA a GFF3 pre metadata
sekvencii. Musi byt schopny tieto data ,rozparsovat® na jednotlivé frekvencie nukleotidov.
S frekvenciami je mozné vykonavat operécie ako porovnavanie dvoch zoznamov alebo zhlu-
kovanie dvoch zoznamov do jedného.

Prevazna cast skriptov tvoriacich analyza¢ny nastroj je nasledovna:
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comp.py — porovnd dva vstupné stibory obsahujtce frekvencie n-tic a vypocita koeficient ich
podobnosti. Za metdédu rozpoznania bola zvolend Euklidovska vzdialenost. Dlzka
n-tic branych v ivahu sa nastavuje ako parameter.

dismantle.py — rozlozi vstupni sekvenciu na jednotlivé frekvencie nukleotidov. Prijima
formaty FASTA a pripadne anotaciu vo formate GFF3. Tiez umoziiuje pre rozklad
zvolit konkrétny podinterval sekvencie alebo normalizovat pocty vyskytov n-tic k cel-
kovej dizke sekvencie.

comutate.py — na vstup prijima dva sibory s poc¢tami n-tic a skript z nich na zaklade
aritmetického priemeru metédou zhlukovania vytvori jeden zoznam.

reduce.py — zo sthrnnej tabulky frekvencii vypocita variabilitu n-tic a vysledky zoradi
(ndjde ,najkolisavejsie* n-tice). Umoziiuje zvolit percentudlny pocet najvariabilnejsich
n-tic.

tools.py — obsahuje pomocné funkcie (ukoncenie s chybou apod.).

analyze.sh —rozlozi vSetky sekvencie z daného adresara na frekvencie n-tic a vyprodukuje
stihrnni tabulku frekvencii, ktort néasledne vyuziva skript reduce.py.

classifier.sh — porovna podsekvencie nastavenych dlzok so vzorovymi datami cez zvo-
leny rozsah dlzok n-tic. Produkuje percentudlne tispesnosti rozpoznania k jednotlivym
vzorkam.

heat_map.sh — spracuje idaje zo skriptu seq. sh a zostavi tabulku podobnosti jednotlivych
fragmentov sekvencii.

maketree.sh — z adresara obsahujiceho stibory s frekvenciami n-tic vytvori na baze zhlu-
kovania (skript comutate.py) stromovi struktiru podobnosti (fylogeneticky strom).

multicomp.sh — porovna jeden zoznam frekvencii s N dalsimi a zoradi vysledky podla
podobnosti. Zastresuje skript comp.py a je vyuzivany vo vSetkych porovnévacich ope-
raciach.

multijoin.sh — rozsiruje funkciu unixového prikazu join na ziklade zhody prvého stipca
s oddelovacom ,,tabulator®

sampler.sh — generuje pseudondhodné podsekvencie zo vzorovych sekvencii podla zvole-
nych dlzok.

seq.sh — rozlozi vSetky sekvencie na zvoleny pocet fragmentov — zlomkov a tie rozlozi na
urcité n-tice.

tableize.sh — po dokonceni rozpoznania vytvori vysledkovi tabulku ako je napr. 5.2.

Pythonové skripty (*.py) tvoria via¢sinou jadro shellovych skriptov (*.sh), pricom uzi-
vatel moze nastavovat rozne parametre spustania. Je dolezité poradie spustani skriptov —
skript dismantle.py najprv rozlozi vzorky na frekvencie n-tic a az potom s nimi mo6zu
iné skripty pracovat. Skripty samotné obsahuji obecnti napovedu pre dokladnejsie ovlada-
nie. Vystup skriptov je vic¢sinou jednoduchy — v textovej podobe, takze pre prijemnejsiu
vizualizaciu je nutné pouzit iny program.
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Na obr. 4.1 je zndzorneny diagram datovych tokov jednotlivych modulov. Modré farba
oznacuje stavy, resp. vysledky predchadzajicich operacii. Zelenou farbou st oznacené shel-
lové skripty, ktoré vo vacsine vykonavaju hlavna funkciu. Do shellovych skriptov st nave-
dené oranzové pythonové skripty, ktoré plnia konkrétnu funkciu ako rozlozenie sekvencii,
porovnéavanie ¢i zhlukovanie. Poc¢iatoénym stavom je stav s oznacenim FASTA [+GFF3], ktory
vyjadruje podmienku vzorovych dat vo formatoch FASTA a volitelne aj GFF3. V diagrame
nie s znazornené skripty tools.py a tableize.sh. Modul tools.py obsahuje len stihrn
funkcii, ktoré st importované ostatnymi pythonovymi skriptami. Skript tableize.sh je
vyuzitelny po dokonceni rozpoznévania skriptom classifier.sh.

Suhrnna o
tabulka - reduce.py » Var;-_I?i(b:gne
frekvencii

multijoin.sh

f

FASTA

[+GFF3] — analyze.sh — PocCty n-tic » classifier.sh—
4 l - _ . Pocty n-tic tmaketree.sh
i1smantle. —> seq.s — T .
e a ZLOMKY I
i Zhlukovanie Rozpoznavanie
h .sh comutate. , ) R
eat‘l"ap > Y+ na baze n-tic UsPESNOST
Heat mapy J
fragmentov maketree.sh multicomp.sh
|, (—— Pocty n-tic S D | T
pler. PODSEKVENGIE »classifier.s comp . py

Obr. 4.1: Diagram datovych tokov.
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Kapitola 5

Experimentalna cast

Tato kapitola prezentuje hlavnu cast prace. Cielom experimentov je zistit, ¢i na zdklade
frekvencii jednotlivych nukleotidov je mozné urcit, z ktorej baktérie skimand sekvencia po-
chadza. Cize hladdme vyraznejsie odlignosti u genémov réznych druhov baktérif na zaklade
n-tic nukleotidov.

5.1 Zvolené vzorky baktérii

K tcéelu prace bolo nutné ziskat potrebné data z volne dostupnych zdrojov. Zakladné sek-
vencie vo formate FASTA boli ziskané prostrednictvom genémového browsera UCSC Micro-
bial Genome Browser, ktory odkazuje na webstranky NCBI, konkrétne do databazy RefSeq
(obr. 5.1). Identické déata obsahuje aj databdza GenBank. K tymto sekvenciam boli tiez
stiahnuté anotécie vo formate GFF3, ktoré budu takisto vyuzité pre skimanie rozdielnych
vlastnosti voc¢i kompletnym gendémom.

S NCBI Resources ) HowTo @ Sign in to NCBI
Nucleotide Nucleotide v \
Advanced Help
FASTA~ Send: .
Change region shown &
Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655, complete genome o
Customize view o)

NCBI Reference Sequence: NC_000913.3
GenBank  Graphics

>NC_000913.3 Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655, complete genome
AGCTITICATICTGACTGCAACGECCAATATCTCTCTGIGTCGATTARAARAAGACTGTCTCGATAGCAGC
TICTGAACTGGTTACCTGCCETGAGTARATTARAATTTTATTGACT TAGGTCACTAAATACTTTAACCAA
TATAGGCATAGCGCACAGACAGATARAAATTACAGAGTACACAACATCCATGARACGCATTAGCACCACT
ATTACCACCACCATCACCATTACCACAGGTARCGET GCCEECTGACGCCTACAGCARRCACAGARRARAG
CCCGCACCTGACAGTGCGEECTITITTTITICGACCARAGETAACGAGGTAACAACCATGCEAGTGTIGRAA
GITCEGCEETACATCACTGECARATGCAGAACCTITICTGCETCTIGCCCATATTICTGEARAGCARTGCC
AGECAGEEECABETEECCACCGTCCTCTCTRCCCCCECCARRATCACCAACCACCTGETGECEATGATTE

Analyze this sequence
Run BLAST

Pick Primers

Highlight Sequence Features

ARARRACCATTAGCGGCCAGGATGCTTTACCCARTATCAGCGATGCCGAACGTATTTTTGCCGAACTTTT
GACGEGACTCGCCGCCGCCCAGCCGEGETICCCGCTGECECAATTGARRACTITCGTCGATCAGGARTTT
GCCCARATARARCATGTCCTGCATGECATTAGT T TGT TGEGECAGTGCCCGEATAGCATCAACGCTGOGE
TGATTTGCCETGECGAGAARATGTCGATCGCCATTATGGCCEECETATTAGAAGCGCGCGETCACAACGT
TACTGTTATCGATCCGGICGARARAACTGCTGGCAGTGGGECATTACCTCGARTCTACCGTICGATATIGET
GAGTCCACCCGECCETATIGCEECARGCCECATTCCEECTGATCACATGETGCTGATGECAGGTTICACCE
CCGGTAATGARRRAGGCGAACTGETEETGCT TGEACGCAACEETTCCACTACTCTGCTGCGETGCTEET
TGCCTGTTTACGCGCCEATTGTTGCEAGATTTGGACGEACGT TGACGEEETCTATACCTGCGACCCGOGT
CRGGTGCCCEATGCGAGGTTGTTGAAGTCGATGTCCTACCAGGAAGCGATGEAGCTTTCCTACTTCGECE
CTARAGTTCTICACCCCCGCACCATTACCCCCATCGCCCAGTTCCAGATCCCTTGCCTGATTARRRATAC
CEEAAATCCTCARGCACCAGETACGCTCATTGETIGCCAGCCET AT GARGACGARTTACCEETCARGEGEC
ATTTCCAATCTGAATAACATGGCAATGTTCAGCGTTTCTGETCCEEEEATGARAGEEATGETCGECATGE

Related information
Assembly

BioProject
BioSample
Components (Care)
Full text in PMC
Gene

Genome

Obr. 5.1: Webstranka prehliadaca NCBI.

V sekcii 2.3.1 bolo predstavené zédkladné delenie baktérii podla taxomickych kategorii.
Vyber vzoriek bol koncipovany tak, aby boli obsiahnuté baktérie z réznych kmenov. Do-
stupnych kompletnych genémov vSak nie je mnoho. Preto s ohladom na dostupnost bolo za
vzorové baktérie vybranych nasledovnych 13 baktérii z celkovo piatich kmenov:
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Druh Kmen Rad G
Escherichia coli Proteobacteria | Enterobacteriales | —
Chlamydia trachomatis Chlamydiae Chlamydiales —
Chlamydophila pneumoniae Chlamydiae Chlamydiales —
Chroogloeocystis siderophila Cyanobacteria | Chroococcales —
Lactobacillus salivarius Firmicutes Lactobacillales +
Listeria innocua Firmicutes Bacillales 4
Mycobacterium tuberculosis Actinobacteria | Actinomycetales | +
Nocardia farcinica Actinobacteria | Actinomycetales | +
Nostoc sp. Cyanobacteria | Nostocales —
Rhodococcus jostii Actinobacteria | Actinomycetales | +
Staphylococcus aureus Firmicutes Bacillales aF
Streptococcus pneumoniae Firmicutes Lactobacillales +
Vibrio cholerae (chromozém 2) | Proteobacteria | Vibrionales -

Tabulka 5.1: Zoznam vzorovych baktérii.

K zvolenym baktériam je na internete dostupnych viacero genémovych sekvencii, ktoré
patria réznym poddruhom. Tie sa navzdjom liSia len nepatrne. V tomto pripade nie st tieto
detaily podstatné a nebudi dalej brané v tivahu. Cielom bolo vybrat zastupcov réznych

kmenov.

Na obr. 5.2 je zjednodusene znazorneny fylogeneticky strom vzorovych baktérii. V zat-
vorkach si prislusné obsahy GC. Vypocita ich skript dismantle.py.

Kmen

E. coli (50,8)

*{ Proteobacteria }

Baktéria

Rod

—{ V. cholerae (47,8) ‘

% L. innocua (37,4) \
| Bacillales |——
4{ S. aureus (32,9) \

—{ Lactobacillales }—

*{ L. salivarius (32,9) ‘

% S. pneumoniae (39,7) ‘

{ Ch. trachomatis (41,3) ‘

—‘ Chlamydiae

{ Ch. pneumoniae (40,6) ‘

4 Ch. siderophila (42,9) \

—{ Cyanobacteria }

Celad

—{ Nostoc sp. (41,3) ‘

Mycobacteriaceae H M. tuberculosis (65,6) ‘

% Actinobacteria

Nocardiaceae

—{ N. farcinica (70,8) ‘

R. jostii (67,5)

Obr. 5.2: Fylogeneticky strom vzorovych baktérii.
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7 obrazku je zrejmé, ze taxonomicky blizsie druhy maji podobny obsah GC, ktory je
dost variabilny. U kmertia Actinobacteria dosahuje az okolo 70 %.

Aby bolo mozné objektivne pracovat so sekvenciami, je treba preskimat ich zlozenie. Ak
vystrihneme zo sekvencie urcity tsek, moéze sa vyrazne lisit od tseku vystrihnutého z inej
Casti tej istej sekvencie. Preto méze byt napr. obsah GC na zaciatku sekvencie vyrazne vyssi
ako na jej konci. To je spésobené najmé kédujicimi oblastami, ktoré v roéznych castiach
kéduju rézne proteiny.

Rozdelenie kazdej zo vzorovych sekvencii na osem fragmentov (osmin) je zndzornené
na obr. 5.3. Kazdy obrazok vyjadruje jednu vzorku. Na oboch osich st nanesené rovnaké
udaje a farebné hodnoty v bunkach znacia mieru podobnosti dvoch fragmentov. Najtmavsie
hodnoty st na diagondle, kde je fragment porovnavany so sebou samym a tym padom
méa 100% zhodu podobnosti. Bledé miesta vyjadruji mali podobnost dvoch prislusnych
fragmentov. Na porovnanie boli vyuzité trojice nukleotidov a skript heat_map. sh.

(a) E. coli (b) Ch. trachomatis (c) Ch. pneumoniae
2 |

3[a]s]e]7]s

(d) Ch. siderophila (e) L. salivarius (f) L. innocua
2[3[a[s]6[7]s8

(g) M. tuberculosis (h) N. farcinica

(j) R. jostii (k) S. aureus (1) S. pneumoniae
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1[2]3]afs5]6]7]s8

o |N[o|n|s|lwN]|F

(m) V. cholerae

Obr. 5.3: Heat mapy znaciace podobnost fragmentov vzorovych baktérii.

7 tychto zobrazeni je mozné ,od oka“ porovnavat sekvencie, avsak také porovnanie je
velmi nepresné. No obr. (e), (f), (k) a (1) st vizudlne dost podobné a podla stromu 5.2 je
to celkom presné urcenie, pretoze vsetky 4 baktérie patria do jedného kmena, Firmicutes.
Takyto graf znac¢i to, ze prva polovica sekvencie je vyrazne odlisna od druhej polovice.
Velkt podobnost vykazuji aj (b) a (c) alebo (a) a (m).

Presné rozpoznanie urcitej sekvencie je teda naroc¢né vzhladom na velké mnozstvo fak-
torov, ktorych je nutné zohladnit ¢o najviac.

5.2 Rozpoznavanie sekvencii

Dizky gen6émov vzorovych baktérif si rozne. Pohybujt sa priblizne od 0,38 Mbp do 7,8 Mbp.
Preto je zrejmé, ze ak vypocitame frekvencie nukleotidov, tak celkové pocty buda kolisat
vzhladom k dizke sekvencie. Kvoli tomu je vo vietkych operdcidch so sekvenciami pouzivans
normalizdcia poétu vyskytov k celkovej dizke sekvencie. T4 je realizovand vydelenim zfs-
kaného poétu dizkou sekvencie a vynasobenim 100. Ttto funkciu mé skript dismantle .py
s parametrom -n.

Prikaz na obr. 5.4 vykond rozlozenie sekvencie zo stiboru ecoli.fasta na n-tice nukleoti-
dov, kde n = 1. Cislo n uddva hodnota parametra -1.

$ ./dismantle.py -f bacteria/ecoli.fasta -1 1
A 1142742

C 1180091

G 1177437

T 1141382
$

A

C

G

T

./dismantle.py -f bacteria/ecoli.fasta -1 1 -n
24.619295
25.423944
25.366766
24 .589995

Obr. 5.4: Ukézka normalizacie podla dizky.

Sticet vyskytov z hornej ¢asti v tomto pripade prirodzene udéva celkovi dizku sekvencie
(~4,6 Mbp) a vyskyty z dolnej Casti zase percentudlne zastipenie nukleotidov. Vsetky pocty
v dolnej c¢asti st teda normalizované podla dlzky danej sekvencie.
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U vyssich n-tic (dvojice, trojice apod.) sa celkovy pocet vyskytov znizuje. Preto aj
normalizované hodnoty budu nizke. To vSak nie je problém, kedZe konkrétna n-tica sa
porovnava s rovnakou n-ticou inej sekvencie.

5.2.1 Rozpoznavanie celych sekvencii

Nasleduje experiment, ktory spoéiva v tom, Ze zo vzorovych sekvencii vystrihneme mensie
sekvencie o pevne zvolenych dlzkach. Tieto kratsie sekvencie sa budeme snazit rozpoznavat,
¢ize urcovat, z ktorej vzorovej sekvencie pochadzaji. Da sa predpokladat, ze s klesajicou
dizkou sekvencie bude horsia tispesnost rozpoznania. Preto budeme skimat zdvislost diiky
sekvencie na percentualnom tspechu rozpoznania.

Na vygenerovanie subsekvencii vyuzijeme skript sampler.sh. V nnom s nastavitelné po-
diatoéné body, od ktorych bude sekvencia vystrihnuté a takisto aj dizky vystrihnutych sek-
vencii. Samotni funkciu obstardva zabudovany skript dismantle.py s parametrom -r A:B,
kde A je pociato¢ny bod a B koncovy bod. Vystrihnutu sekvenciu nasledne rozlozi (obr. 5.5).

$ ./dismantle.py -f bacteria/ecoli.fasta -1 1 -n -r 5:10
A 20.0
C 20.0
G 0.0
T 60.0

Obr. 5.5: Extrakcia a rozlozenie podsekvencie.

KedZze z obr. 5.3 sme zistili, ze rozlozenie nukleotidov v sekvencii nie je rovnomerné,
bude treba vybrat podsekvencie z celej dizky sekvencii. Preto za zaciatoéné body boli
experimentalne zvolené: 0, 150 000, 300 000, 500 000, 750 000, 1 000 000, 1200 000, 1 500 000
a 2000000. Niektoré vzorové genémy nedosahuji velkych dizok v rddoch miliénov, preto
z nich skript bude vyberat len sekvencie v rdmci ich dizky.

Podla zvolenych pociatoénych bodov skript sampler.sh vygeneruje 105 podsekvencii
pre kazdt dizku. Sekvencie s dizkou 100000 bp a vyssie boli experimentalne rozpoznané
so 100 % tspesnostou. Preto za maximalnu dizku podsekvencie bolo zvolenych 75000 bp.
Nésledne budeme dizku zmengovat a sledovat, kde st hodnoty uz velmi nizke — nizie nez
50 %.

Za testovacie diiky boli zvolené: 75000, 35000, 15000, 7500, 3000, 1500, 750, 400, 200
a 100 bp. V tomto intervale sa najcastejsie objavuje 50% zlom.

Experiment spusta skript classifier.sh, ktory implementuje algoritmus 1. Algorit-
mus porovnd kazdi podsekvenciu so vzorovymi sekvenciami a zapisuje pocty vyjadrujtce
uspesné a celkové pokusy. Nasledne vypocita percentudlnu uspesnost urcenia pre kazdu
dizku.

Samotnu funkciu rozpoznévania (porovnavania) vykonava skript multicomp.sh, ktory
vypocita koeficienty podobnosti konkrétnej podsekvencie so vsetkymi vzorovymi sekven-
ciami a vrati najnizsiu hodnotu — najblizsiu sekvenciu.
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Algoritmus 1: CLASSIFIER.SH
1. dlzky = (75000, 35000, 15000, 7500, 3000, 1500, 750, 400, 200, 100)

2: for dlizka in dizky do

3: vsetky =0

4 spravne := 0

5: for vzorka in vzorky_tejto_dlzky do

6 porovnaj vzorka so vzorovymi datami
7 if vzorka rozpoznand then

8 L spravne = spravne + 1

9: vsetky := vsetky + 1

o | sapis (2222 100)

Pre 105 vygenerovanych podsekvencii si vysledky skriptu v tabulke 5.2. Ako je vidiet,
potvrdilo sa, ze ¢im dlhsia n-tica, tym presnejsie vysledky. Vyssie n-tice (pétice a viac)
mozeme na zaklade tejto tabulky odhadntt. Stopercentné urcenie vSak nie je mozné, tieto
vysledky sa daju vyuzit len orientac¢ne, napriklad tak, ze ak chceme na 75 % urcit, z kto-
rej vzorky sekvencia s dlzkou 2000bp pochddza, podari sa ndm to s touto metédou pri
trojiciach nukleotidov a vyssich.

Dlzka. Dvojice | Trojice | Stvorice
sekvencie

75000 94,29 100,00 100,00

35000 94,29 97,14 100,00

15000 87,62 93,33 99,05

7500 87,62 89,52 93,33

3000 69,52 79,05 83,81

1500 65,71 73,33 78,10

750 60,00 66,67 69,52

400 52,38 60,00 68,57

200 43,81 53,33 56,19

100 36,19 40,00 43,81

Tabulka 5.2: Percentuélne tispesnosti rozpoznania sekvencii roznych dlzok.

Vzhladom k tomu, zZe vac¢sina vzorovych sekvencii mé dlzku nad 3 Mbp je ale zaujimavé,
ze uz sekvencia s dlzkou 35000 bp staci na stopercentné urcenie pri analyze Stvoric.
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Obr. 5.6: Percentudlne tispesnosti rozpoznania sekvencii réznych dlzok.

5.2.2 Rozpoznavanie kdédujucich casti

Ku vzorovym sekvenciam vo formate FASTA boli z rovnakého zdroja stiahnuté aj anotacie
vo formate GFF3. Tento forméat bol predstaveny v sekcii 3.4 ako forméat pre anotaciu DNA
sekvencii. Pre pripomenutie, anotacia sekvencii slizi k popisu casti sekvencie, ktoré maju
ur¢ity logicky vyznam. Nazyvaju sa koédujice casti a st doblezité pri naslednej bunkovej
¢innosti.

Stbory GFF3 obsahuji najmé zdznamy typu gene. Menej ¢asté st zdznamy napr. tRNA,
exon ¢i iné typy RNA. Vsetky tieto oblasti sa vSak prekryvaji so zdznamami gene.

Preto bol experiment koncipovany tak, ze z celej sekvencie boli vystrihnuté ¢asti ozna-
¢ené v prislusnom GFF3 stibore ako gene a tie boli spojené v pévodnom poradi do jednej
sekvencie. Tieto zostrihané sekvencie majui dizku v priemere 88% z diiky celého gendmu,
¢o zodpovedd pribliznému obsahu génovych oblasti bakteridlnych genémov spomenutych
v sekcii 2.3.2.

Postup je rovnaky ako v predchadzajicom experimente s tym rozdielom, ze sa k pri-
kazu 5.5 pridd parameter -g a s nim cesta k prislusnému siboru GFF3. V tomto pri-
pade skript sampler.sh vygeneruje 102 podsekvencii z uz zostrihanych vzoriek. Skript
classifier.sh néasledne vygeneruje data z tabuliek 5.3 a 5.4.

Obe tabulky ukazuji porovnanie podsekvencii vytvorenych z génovych casti. V prvej
spominanej boli sekvencie porovnavané s celymi genémami a v druhej len zo zostrihanych
kédujtcich casti. Udaje su povacsine podobné, len tabulka 5.4 ma o nieco lepsiu tspesnost.
Ak si vSak vysledky porovndme s tab. 5.2 skimajicu celé gendémy, vidime, ze u celych
genomov dosahuju vyssie presnosti sekvencie s va¢sou dizkou. To méze byt spdsobené tym,
ze jednotlivé kodové oblasti boli nasekané za sebou, pricom sa mdzu prekryvat a obvykle
maji mensiu dizku.

Sekvencie s mensou dlzkou st naopak presnejsie rozpoznané pri génovych castiach, pri
dizke 100bp v priemere asi o 8%. Priemerns dizka kédovych oblasti genémov vzorovych
baktérii je 938 bp. D4 sa predpokladat, ze to ma na vysledky vplyv.
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Dlzka' Dvojice | Trojice Stvorice Dlzka. Dvojice | Trojice Stvorice
sekvencie sekvencie

75000 93,14 94,12 99,02 75000 97,06 98,04 99,02

35000 95,1 97,06 98,04 35000 98,04 99,02 100

15000 81,37 90,2 96,08 15000 87,25 94,12 96,08

7500 78,43 87,25 94,12 7500 82,35 93,14 96,08

3000 70,59 82,35 87,25 3000 76,47 84,31 89,22

1500 65,69 81,37 87,25 1500 70,59 79,41 87,25

750 61,76 75,49 84,31 750 62,75 75,49 81,37

400 51,96 66,67 69,61 400 55,88 65,69 73,53

200 49,02 53,92 59,8 200 50 51,96 56,86

100 44,12 48,04 53,92 100 43,14 50 50,98

Tabulka 5.3: Sekvencie z génov porovna- Tabulka 5.4: Sekvencie z génov porovna-
vané s celymi genémami. vané len s génovymi castami.

Tieto experimenty mali za ciel ukdzat, ¢i z ndhodne ziskanej sekvencie DNA dokézeme
na zaklade frekvencii n-tic nukleotidov urc¢it jej péovod. Ak by sme brali v avahu n-tice
s n = 1, porovnavali by sme v podstate obsahy GC tejto sekvencie s vzorovymi datami.
Toto vsak nestaci, pretoze obsah GC mdzu mat rozne kmene baktérii velmi podobny, pricom
fylogeneticky su si vzdialené. Vyssie n-tice uz spresnuju vysledky. Ak ma nezndma sekvencia
dizku aspoii 20000bp, dokézeme na 90 % uz podla dvojic nukleotidov urcit jej povod.
Avsak zavisi aj od mnozstva vzorovych dat. Pre spravne vysledky je taktiez treba vediet,
ze neznama sekvencia pochddza z baktérie, no néstroj dokdze spracovat sekvencie DNA
lubovolnych organizmov.

5.3 Variabilita sekvencii

Ak vezmeme do tvahy dvojice nukleotidov, ich pocet je 4> = 16. U trojic je to 43. Obecne
teda pre n-tice je to 4" prvkov. Skript pri porovnavani berie kazd z tychto n-tic pri pocitani
vzdialenosti dvoch sekvencii. Experiment spociva v tom, ze znizime pocet n-tic potrebnych
pre urcenie vzdialenosti a budeme skimat, ¢i toto obmedzenie zlepsi alebo naopak zhorsi
vysledky rozpoznania.

Najprv je nutné urcit kritérium vyldcenia urcitych n-tic. D4 sa predpokladat, ze n-tica,
ktorej pocty st naprie¢ vSetkymi vzorovymi sekvenciami konstantné, nemé vyrazny vplyv
na vysledok. Je treba zistif, ktoré n-tice si variabilnejsie.

K tomuto tcelu slizi skript reduce.py, ktory na vstup prijima sihrnna tabulku frek-
vencii vSetkych vzorovych genémov. T4 bola vygenerovana skriptom analyze.sh. Hodnoty
v tejto tabulke st pre kazda n-ticu na jednom riadku. Z poctov konkrétnych n-tic sa vy-
pocita variacny koeficient. Vyssia hodnota koeficientu znaci vyssiu variabilitu, nizka zase
nizku, resp. ziadnu. Skript teda vypiSe zoradené n-tice podla ich variability.

V tab. 5.5 zobrazené variability dvojic nukleotidov. Vidime, Ze v oboch pripadoch vy-
razne najvyssiu variabilitu vykazuje dvojica CG. To je sposobené baktériami, ktorych obsah
GC sa velmi 1isi (S. aureus 32,9%, N. farcinica 70,8%). Dvojice AC, CA, TG a GT maju
prirodzene nizku variabilitu kvoli nepriamej iimere ich tvoriacich nukleotidov. To vyplyva
z komplementarnosti baz (obr. 2.2). Rozdiely medzi variabilitami CG a TA, ktoré by mali
byt podobné, v tomto pripade sposobili vzorky kmena Actinobacteria, ktoré vykazovali ex-
trémne vykyvy voci ostatnym vzorkam. Podobné vysledky tvoria aj trojice a Stvorice, kde
najvicsiu variabilitu vykazuji kombinacie C a G.
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Celé genémy Kédujtce casti

Dvojica Dvojica

Tabulka 5.5: Tabulka variability dvojic.

Experiment teda bude brat v ivahu len polovicu najvariabilnejsich n-tic (v tabulke 5.5
v dolnej ¢asti), dvojic bude 8, trojic 32, stvoric 128 atd. Cize berieme 50 % n-tic. Nasledne
budeme skracovat pocet znovu o polovicu, na 25 %, 12,5% a nakoniec 6,25 %. Pri 6,25 %
zostane dvojica len jedna, Cize dalsie skracovanie by uz bolo irelevantné.

Grafy na obr. 5.7 zobrazuju rozpoznania pri poc¢toch n-tic, ktoré sa vzdy skratia na
polovicu. S v nich zahrnuté aj vysledky vSetkych (100 %) n-tic. Je teda viditelné, ze zmen-
sovanie poc¢tu n-tic vedie k horsim vysledkom. Menej variabilné n-tice teda slizia ako ,,jemné
ladenie“. U dvojic sa jedna o vyraznejsie rozdiely, pre n-tice so stipajicim n sa rozdiely
znizuju. To samozrejme zavisi od poctu n-tic, ktorych je pri stvoriciach oproti dvojiciam
16-ndsobne viac. Dvojic pri 100 % zasttupeni je 16, rovnako ako trojic pri 25 % alebo Stvoric
pri 6,25 %.
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Obr. 5.7: Uspesnosti rozpoznania sekvencii pri znizujicom sa pocte n-tic.
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V tab. 5.6 je zrovnanie tychto hodnoét.

Dizka | Dvojice | Trojice | Stvorice
sekvencie | (100%) (25%) (6,25%)

75000 94,29 94,29 95,24

35000 94,29 91,43 88,57

15000 87,62 86,67 80,00

7500 87,62 80,95 72,38

3000 69,52 66,67 55,24

1500 65,71 60,00 51,43

750 60,00 47,62 40,00

400 52,38 38,10 38,10

200 43,81 33,33 35,24

100 36,19 24,76 26,67

Tabulka 5.6: Porovnanie sekvencii s 16 n-ticami.

Z tabulky vyplyva, ze pre vietky dizky sekvencif st najlepsie vysledky pri dvojiciach.

Experiment teda nepriniesol ziadne extrémne vyrazné zlepsenie. U dvojic st rozdiely pri
rozne volenych poctoch vyrazné. Pri Stvoriciach naopak st rozdiely jemnejsie, kde pri 75%
Gspesnosti stadi sekvencia s dizkou asi 1000 bp. Pri 6,25 % n-tic ispesnost uz pri najvicsej
dizke pri dvojiciach a trojiciach klesne o 25% oproti 100% n-tic. Avak pri Stvoriciach je
uspesnost 6,25 % n-tic 95-percentné. Rozdiel po¢tu n-tic je v tomto pripade z 256 na 16
s rozdielom tspesnosti len 5 %.

Tento experiment mal za tcel preskimat moznost optimalizovania rozpoznavania sek-
vencii z casového hladiska s ¢o najmensou stratou tspesnosti. Pri dizkach nad 7500 bp st
uspesnosti pre pocty n-tic 50 %, 25 % a 12,5 % relativne podobné s maximalnym rozpatim
do 5%. Pre vysledky s vysokou uspesnostou je vzhladom na obvykle vysoky vypoctovy
vykon dnesnych pocitacov vyhodné pouzit minimélne Stvorice.

Este presnejsich vysledkov by sa dalo dosiahnuf pri zohladneni nielen n-tic jedného n,
ale celého intervalu. Napriklad trojice az patice. Tym by sa vSak niekolkonésobne zvysil ¢as
samotnej operacie.

5.4 Spatna rekonstrukcia fylogenetického stromu

Obvykle sa fylogenetické stromy tvoria na zaklade poctov evoluénych zmien — mutacii medzi
dvomi sekvenciami [3]. Tu vSak vznikaju otazky, ako mutédcie medzi nukleotidmi vyjadrit.
Moznosti, ktoré tieto pripady riesia, byvaju zvacsa komplikované.

Preto v tejto casti budeme skimat, ¢i pocty n-tic budi moct byt vyuzité pri rekon-
struovani fylogenetického stromu. V sekcii 3.5 bol predstaveny princip zhlukovania dvoch
usporiadanych n-tic. Budeme teda zhlukovat vzdy dve najpodobnejsie mnoziny n-tic nuk-
leotidov.

Vysledna stromova struktira by mala mat v idedlnom pripade tvar ako je na obr. 5.2.
Aj ked na tomto obrazku si jednotlivé kmene baktérii zobrazené ako rovnocenné, tento
experiment zahina aj ich vzajomnu hypoteticka pribuznost na ziklade frekvencii n-tic nuk-
leotidov.

Tvorbu stromu zo vzorovych sekvencii ma na starosti skript maketree.sh, ktory imple-
mentuje skript comutate. py pre metédu zhlukovania. Vyuzity bol, najvhodnejsie sa javiaci,
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aritmeticky priemer, no testované boli aj geometricky a harmonicky priemer. Je treba nutné
urcit n-tice, ktoré budu davat najlepsie vysledky. Keby sme brali do Gvahy jednotky nukle-
otidov, vyuzivali by sa vlastne vzorky s najpodobnejsim obsahom GC. Podla obr. 5.2 by na
zaciatku boli zhluknuté Nostoc sp. a Ch. trachomatis s rovnakym obsahom GC 41,3 %. To
je vsak uz od zaciatku velmi nepresny postup. Pri dvojiciach aj trojiciach uz budu vysledky
lepsie, avsak od trojic a vyssie sa uz nemenia. Preto boli pre tento 1ticel zvolené trojice.

Vystup skriptu je v primitivnom textovom tvare, preto uprava do graficky privetivejsej
podoby je znadzornend na obr. 5.8.

N. farcinica

R. jostii Actinobacteria

—— M. tuberculosis

] — V. cholerae

} Proteobacteria
—— K. coli

L. innocua

S. aureus

L. salivarius

Ch. siderophila

Cyanobacteria
Nostoc sp.

S. pneumoniae

Ch. pneumoniae
—[ Chlamydiae

Ch. trachomatis

Obr. 5.8: Zrekonstruovany fylogeneticky strom vzorovych baktérii.

7 obrazku je vidiet, Zze 4 z 5 kmenov boli urcené spravne. U piateho kmena Firmicutes
sa S. pneumoniae vyraznejsie odchyluje a podobéa sa skor na kmen Chlamydiae. Odchylka
je badatelnd aj podla obsahu GC. Zaujimavé je aj usporiadanie jednotlivych kmenov. Ich
klesajica podobnost je znazornend zdola nahor (od Chlamydiae k Actinobacteria). Tento
strom nemd koren a taktiez ho nie je mozné dalej modifikovat. Pridanie nového prvku by
znamenalo znovuzostavenie celého stromu.

Tento experiment sa moze javit ako prinosny. Ak by sme mali k dispozicii neznamu
sekvenciu, mézeme ju tymto spésobom zaradit medzi vzorové sekvencie a podla toho, sa-
mozrejme nie Uplne presne, urcit jej povod. Tiez by v tomto pripade mohli byt pre lepsie
vysledky vyuzité n-tice roznych hodndét n naraz. No vyssie n-tice prevazne len ,doladuju*
rozdiely, ktoré pramenia z obsahu GC.
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Kapitola 6

Zaver

V tejto praci boli predstavené priklady vyuzitia frekvencii n-tic nukleotidov bakteridlnych
genomov. Cielom préace bolo zistit, ¢i tieto pocty mézu charakterizovat dané genémy alebo
nie. K analyze genémov bol vytvoreny nastroj, ktorého jadro je vytvorené v skriptovacich
jazykoch python a bash.

Prevazné cast experimentov spocivala v porovnavani vzoriek medzi sebou s cielom ich
spravneho priradenia. Z prvej casti, kde bolo zo vzorovych sekvencii vygenerovanych nie-
kolko podsekvencii, mozeme vyvodit zdver, ze ak chceme na (maximdlne) 100 % urcit prav-
depodobnost toho, ze povod konkrétnej sekvencie uréime spravne, zélezi od dlzky sekvencie.
Pri dvojiciach staéi dizka asi 100000bp. U trojic 75000bp a u Stvoric 30000 bp. U pétic
by odhadom stacéilo asi 12 000 bp.

Ak sa ale obmedzime s pravdepodobnostou tspechu rozpoznania napr. na 75 %, stacia
nam uz ovela kratsie sekvencie — u dvojic dizka priblizne 4 000 bp, u trojic 2000 a u Stvoric
1200, ¢ize skoro 30-nésobne kratsie sekvencie.

Kedze pre tento tcel bolo pouzitych len 13 vzorovych sekvencii gendémov, st Gspesnosti
mozno vyssie, nez by boli pri vid¢som mnozstve pouzitych vzoriek.

V casti, kde boli skiimané sekvencie vytvorené z kédujicich casti vzorovych gendémov,
st vysledky podobné. Pri kratsich sekvencidch je v tomto pripade tispesnost o nieco lepsia.
Tieto sekvencie boli vyuzité len z experimentalnych dévodov, kedZe prirodzene sa takéto
sekvencie vac¢sinou nikde vyskytuju.

Variabilnejsie n-tice by mohli byt vyuzitelné len v pripade vyssich hodno6t n. Pri dvo-
jiciach su vyrazné rozdiely pri ich postupnom odoberani. U Stvoric st dspesnosti rela-
tivne podobné este pri 12,5 % najvariabilnejsich §tvoric pri sekvencidch s dizkou viésou ako
15000 bp. Cize é najvariabilnejsich Stvoric ma v tomto pripade tspesnost velmi podobni
ako vsetky Stvorice.

Rekonstrukcia fylogenetického stromu zo sekcie 5.4 sa javi prijemne, no aj tu mdzu
nastat nezhody. Prikladom je vzorka S. pneumoniae, ktora sa obsahom GC v rdmci svojho
kmena vyrazne vymyka z priemeru. Tato cast nie je dostato¢ne preskimand, Cize voci
beznym metédam konstrukcie vyvojovych stromov je prakticky nespolahliva.

Celkovo vysledky prace hodnotim priemerne. Ako zaujimavé hodnotim to, Ze vyuzitie
n-tic nukleotidov zovseobecnuje obsah GC a tym aj pomdha lepsie urcovat jednotlivé pri-
slusnosti do kmenov hlavne preto, zZe obsah GC v rdmci kmena sa pohybuje s priemernou
odchylkou 5% a v extrémnych pripadoch az 10 %.

Kedze experimenty boli vykonané len s 13 vzorovymi sekvenciami, vysledky st prav-
depodobne nedostato¢ne validné. Preto by sa v budicnosti dali experimenty zopakovaf,

.....
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na ziskanie potrebnych vysledkov si ¢asovo velmi naro¢né. Pre experimentalne ticely bol
néstroj spustany na skolskom serveri merlin' a ziskanie dat pre tabulku 5.2 trva miniméalne
20 minut.

Taktiez nastroj vytvoreny pre ucely préace je takpovediac v ,zarodoc¢nom stadiu“. Vy-
sledky déva zmysluplné, ale jeho ovlddanie kvoli roztrisenej forme jednotlivych skriptov
moze na laika posobif chaoticky. Vypocty by sa dali vo velkej miere optimalizovat a taktiez
by bolo vhodné implementovat grafické uzivatelské rozhranie.

"Hardvérové parametre dostupné na http://www.fit.vutbr.cz/CVT/servers.php
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