VYSOKE UCENIi TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

[N

FAKULTA ELEKTROTECHNIKY A KOMUNIKACNICH
TECHNOLOGII

USTAV BIOMEDICINSKEHO INZENYRSTVI

FACULTY OF ELECTRICAL ENGINEERING AND COMMUNICATION
DEPARTMENT OF BIOMEDICAL ENGINEERING

VYHLEDAVANI CPG OSTRUVKU V GENOMU
EUKARYOTICKYCH ORGANISMU

IDENTIFYING CPG ISLANDS IN GENOMES OF EUKARYOTES

BAKALARSKA PRACE
BACHELOR'S THESIS

AUTOR PRACE KATERINA PRIKRYLOVA
AUTHOR

VEDOUCI PRACE Ing. DENISA MADERANKOVA
SUPERVISOR

BRNO 2012



[TTITT] VYSOKE UGENI
TECHNICKE V BRNE

Fakulta elektrotechniky
a komunikacénich technologii

[N

’ \l Ustav biomedicinského inzenyrstvi

Bakalarska prace

bakalafsky studijni obor
Biomedicinska technika a bioinformatika

Studentka: Katefina Pfikrylova ID: 124999
Ro¢nik: 3 Akademicky rok: 2011/2012
NAZEV TEMATU:

Vyhledavani CpG ostrivku v genomu eukaryotickych organismu

POKYNY PRO VYPRACOVANI:

1) Zpracuijte literarni reSersi na téma CpG ostrivkd v genomech eukaryotickych organisma. 2) Zaméfte
se také na existujici algoritmy pro vyhledavani CpG ostrlivk(l a porovnejte jejich moznosti a parametry.
3) Vybrany algoritmus realizujte v prostfedi Matlab. 4) Funkénost realizovaného algoritmu vyzkouSejte
na vybrané ¢asti genomu ¢lovéka a Simpanze. 5) Pomoci realizovaného algoritmu provedte analyzu
CpG ostravkl v ¢astech genomi alespon tfi eukaryotickych organismu. 6) Vysledky zhodnotte a
porovnejte s vysledky vybrané volné pFistupné aplikace pro vyhledavani CpG ostrivkd.

DOPORUCENA LITERATURA:

[11 ANTEQUERA, F. Structure, function and evolution of CpG island promoters. Cell. Mol. Life Sci.
2003, vol. 60, p. 1647-1658.

[2] GARDINER-GARDEN, M., Frommer, M. CpG islands in vertebrate genomes. J. Mol. Biol. 1987, vol.
196., p. 261-282.

Termin zadani: 6.2.2012 Termin odevzdani: 25.5.2012

Vedouci prace: Ing. Denisa Madérankova
Konzultanti bakalafské prace:

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

UPOZORNEN:I:

Autor bakalafské prace nesmi pfi vytvareni bakalafské prace porusit autorska prava tretich osob, zejména nesmi
zasahovat nedovolenym zpusobem do cizich autorskych prav osobnostnich a musi si byt plné védom nasledki
poruseni ustanoveni § 11 a nasledujicich autorského zakona &. 121/2000 Sb., v€etné moznych trestnépravnich
dusledku vyplyvajicich z ustanoveni ¢asti druhé, hlavy VI. dil 4 Trestniho zakoniku €.40/2009 Sb.



ABSTRAKT

Bakalafska prace se zabyva vyhledavanim CpG ostrivki v DNA. V teoretické Casti je
popsana struktura a slozeni deoxyribonukleové kyseliny, chromosomi a gent. Jsou zde
uvedeny zakladni informace o lidském a Simpanzim genomu a vysvétleni CpG ostravk.
Praktickou ¢ast tvofi program, ktery vyhledava useky CpG ostrivkl v sekvencich, zobrazi
je a ulozi. Soucésti prace je analyza genli spoleénych u Homo sapiens, Pan troglodytes,
Mus musculus a Bos taurus.
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ABSTRACT

Bachelor thesis deals with searching CpG islands in DNA. The theoretical part describes
the structure and composition of deoxyribonucleic acid, chromosomes and genes. There is
basic information about human and chimpanzees genome and specification of CpG islands.
Practical part consists of a program that searches for CpG islands in sequences, it displayes
and saves it. This work includes analysis of genes which are common for Homo sapiens,
Pan troglodytes, Mus musculus and Bos taurus.
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1 UVOD

Clovék se jakozto Zivy organizmus z hlediska genetiky nijak neli§i od ostatnich
organizmu na nasi planeté a plati pro néj uplné stejné biologické a genetické principy.
Lidskéa a Simpanzi DNA jsou si velice podobné, v mnoha usecich totozné. Mnoho genti
mame stejnych. A pfece se liSime. Srovnavani DNA cloveka a Simpanze je dllezité
z nékolika diivodd. Zasadni dulezitost ma hledani takovych rozdili v dédi¢né informaci
¢lovéka a lidoopt, které by vysvétlily podstatu naseho , lidstvi. Rika se, Ze odlisnost

¢loveéka od ostatnich Zzivocichill je podminéna nasi schopnosti abstrakce. [1]

Cilem zadané prace je vyhledat v genomu eukaryotickych organismti CpG ostravky
a ty pak vyhledavat v genomu Simpanze a ¢lovéka. Existuje mnoho algoritm, které se pro
tuto problematiku pouzivaji, proto soucasti prace je jejich vyzkouseni, aplikace jednoho

z nich v programovém prostiedi Matlab a jejich vzajemné porovnani mezi sebou.

V prvni ¢asti se vénuji predevsim teoretickému tivodu do problematiky prace, ktera
je nutna pro pochopeni pozdéjSich principli. Zahrnuje poznatky o podstaté DNA, jeji
struktufe, kondenzace do vysSich struktur. Zabyva se geny, jejich stavbou, umisténim a
funkei. Dalsi kapitoly jsou vénovany lidskému a Simpanzimu genomu, vcetné projektu
HUGQO, jehoz cilem bylo lidsky genom osekvenovat. V zavéru teoretické ¢asti je zminéna

problematika a dulezitost CpG ostrivkil v savéim genomu.

Prakticka ¢ast obsahuje rozbor programu Vyhledavac.m a analyzu CpG ostravki
pro porovnani funkce vytvofeného programu a internetového. Jedna z podkapitol se
zaobird vnitfnim zpracovanim skripti hlavniho programu, vysvétleni na jakém zakladé
detekuje pozice CpG ostruvki, jaké podminky Ize uzivatelsky stanovit a jaky je
programovy vystup. Vyhleddva¢ umi nacitat sekvence ve FASTA formatu, upravit pro
zpracovani a ma moznost vystup ulozit do tabulkového souboru MS Excel. V kratkych
podkapitolach jsou kratce rozepsany geny, které byly pro genovou analyzu vybrany. Dalsi
podkapitola je vénovana analyze CpG ostruvkd u ¢tyt eukaryotickych organismi a to:
Homo sapiens, Pan troglodytes, Mus musculus a Bos taurus. VSechny jsou zpracovany
vytvofenym programem a porovnany s internetovym volné¢ piistupnym vyhledavacem CpG
ostravkll. V zavéru analyzy je shrnuti vysledkli a hodnoceni v jak velké mife se od sebe

vyhledéavace ve vysledcich rozchazeji.

Prace je doplnéna o piilohu obsahujici uzivatelsky manudl k vytvorenému

programu.



2 TEORETICKA CAST
2.1 DNA

DNA je soucasti nukleovych kyselin, které tvofi sice relativné malé procento
hmotnosti buiiky, ale svym vyznamem v kdédovani genetické informace a v jeji expresi
ptedstavuji zcela nezbytny typ biopolymeru naprosto vSech Zivych soustav. Nukleové
kyseliny se skladaji z monomerti, nukleotidi. Nukleotidy se spojuji a navazuji navzajem
v polynukleotidovy fetézec (vlékno). Zastoupenim kazdého nukleotidu

v polynukleotidovém fetézci, ur€ujeme jeho primarni strukturu. [3]

Retézce viech nukleovych kyselin jsou sloZeny z pravidelnd se opakujici sekvence
fosfat-pentosa, k nimz jsou navdzany dusikaté baze. Dusikaté baze jsou dvojiho druhu,
purinové a pyrimidinové. DNA se sklada ze sacharidové slozky, deoxyribosy a purinovych

bazi, adeninu a guaninu, a pyrimidinovych bazi, cytosinu a thyminu.

5 konec baze 1
s ¥
HOCH ,
‘\‘ 3 2‘/
C —C
0 H baze 2
| 5
0"— P—0 —CH,
o
‘\‘ 3 2‘/
C —C
o H baze 3

Obr. 1: Cast fetézce DNA [9]

Nukleosidy, které jsou podstatnou soucasti DNA, jsou slouceniny tvofené dusikatou
bazi a monosacharidem, spojené N-glykosidovou vazbou. Derivaty purinu, adenin a
guanin, nebo pyrimidinu, uracil, cytosin a thymin, tvoii baze. Jejich cukernou slozkou jsou
ve vétsiné pripadl ribosa nebo deoxyribosa. [2] Spojenim baze s deoxyribozou, vznikne
deoxyribonukleosid.
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Nukleotidy jsou derivaty nukleosidl, v nichz se na deoxyribosu (ribosu), véaze

esterovou vazbou kyselina fosforecna.

Kazdy nukleotid v polynukleotidovém fetézci je vazan esterickou vazbou mezi
fosfatovou skupinou jednoho nukleotidu (vdzanou na 3. uhlik pentozy) a patym uhlikem
pentdzy druhého nukleotidu. Diky tomuto usporadani se v fetézci stiidaji kyselina
fosfore¢na a pentoza. Baze od osy fetézce ustupuji. Na jednom konci fetézce je fosfatova
skupina (tzv. 5° konec) a na druhém pentdéza (tzv. 3° konec). [3] Tato struktura
polynukleotidu se obvykle oznacuje jako patet polynukleotidu nebo téz pentdzafosfatova

kostra.

Celkovy pocet pospojovanych nukleotidii, vzajemny pomér ¢ty riznych nukleotidt
a jejich sekvence v polynukleotidovém fetézci charakterizuje jednotlivé druhy nukleovych
kyselin. [3]

Molekuly DNA jsou dilezité proto, Ze jsou nositeli genetické informace, tzn.
obsahuji informaci o syntéze vSech proteini v organismu. [2] Urcité ¢asti DNA nesou

informaci o syntéze bilkovin, oznacuji se jakou strukturni geny.

2.1.1 Primarni struktura DNA

Primarni strukturou DNA je mySleno sefazeni (sekvence) nukleotidi, z nichz se tato
molekula sestavd. DNA je tvofena v prevazné vétsing piipadd dvéma polynukleotidovymi
fetézci (dvouvlaknova, ¢i dvoupentlicovd molekula), pfiCemz oba fetézce maji opacnou
polaritu a probihaji vedle sebe. Vyjimecné¢ se u nékterych virti naléza molekula DNA
tvotfena pouze jednim fetézcem, pfipadné spojenim tii fetézcli DNA vznika tfifetézcova
DNA neboli triplex a mezi ¢tyfmi DNA fetézci, Ctyfietézcovda DNA neboli kvadruplex. U
dvouretézcové DNA probihaji oba fetézce antiparalelné, v jednom fetézci jsou baze
uspotradany tak, ze na jednom konci molekule je 3¢ konec jednoho a 5° konec druhého
fetézce a ve druhém presné opacné (ve sméru 5° -> 3°). Sekvence nukleotidi v obou
fetézcich (vldknech) je na sobé zavisld. Oba fetézce jsou navzijem komplementarni.

Objevuje se zde jev, ktery oznacujeme jako parovani bazi. [2], [3]

2.1.2 Parovani bazi

Péarovanim bazi se rozumi spojeni dvou bazi vodikovymi vazbami. Vodikové vazby
vznikaji mezi adeninem v aminoform¢ a thyminem v ketoformé (dvé vodikové vazby) a
mezi cytosinem v aminoformé¢ a guaninem v ketoformé (tfi vodikové vazby). Obecné
plati, Ze naproti purinové bazi lezi vzdy baze pyrimidinova. Diky tomu je déno, Ze jeden
fetézec urcuje vzdy sekvenci bazi v druhém fetézci. Z principu parovani bazi je ziejmé, ze
pocet adeninu a thyminu v molekule DNA musi byt stejné (A = T) a stejné tak zastoupeni
cytosinu a guaninu (C = G). Kazd4d molekula DNA ma urcitou dllezitou charakteristiku,
pomér A+T/C+G. Tento pomér je vzdy pro dany druh DNA konstantni. Pfi bliz§im
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pohledu na strukturu molekuly DNA zjistime, Ze se rizn¢ stfidaji Ctyfi dvojice (pary) bazi:
A-T, T-A, G-C, C-G. Pi1 popisu sekvence nukleotidli s riiznymi bdzemi (zpravidla se
hovoii zkracené o sekvenci bazi) vyjadiujeme sekvenci uvedenych part bazi. Teoreticky

pocet riznych sekvenci je pak 4", kde n je celkovy pocet pari. [3]

|

——Hr=mmmeeeee )

43

Obr. 2: Parovani bazi Adenin — Thymin [10]

R EE/ \Z

Cytosin

Guanin

Obr. 3: Parovani bazi Guanin — Cytosin [10]

2.1.3 Sekundarni struktura DNA

Nejcastejsi podoba sekundarni struktury DNA je dvousSroubovice, ktera ma své urcité
charakteristické rysy. Kazda dvousroubovice se sklada ze dvou
polydeoxyribonukleotidovych fetézcti Sroubovicovité obtacejicich spole¢nou osu neboli
osu dvousSroubovice. Oba fetézce musi byt vzdjemné komplementarni, jak vyplyva
z principu o parovani bazi (Obr. 2 a 3). Komplementarni fetézce musi byt ale také
antiparalelni, tzn. 1i8i se smérem fosfodiesterové vazby. S timto jevem se nesetkavame
jenom u DNA, ale také u vSech dvoutetézcovych molekul nukleovych kyselin. Odborné je
oznacovan jako antiparalelizmus, orientace komplementéarnich polynukleotidovych fetézcu
ve dvoufetézcovych molekuldch nukleovych kyselin, ktera je charakteristickd smérem

k fosfodiesterovych vazeb 3¢ -> 5 na jednom fetézci a 5° -> 3° na fetézci druhém. [5]
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Vzhledem k tomu, ze pary bazi od osy Sroubovice odstupuji v urcité vzdalenosti,
spojnice atomti C1 komplementarnich nukleotidii neni na osu dvousroubovice kolma ani ji
neprochdzi. Zapficinuje to nehladkost dvouSroubovice, ale vytvari dva zlabky rizné Sitky
a hloubky. Pozndvame dva, mensi a vétsi. VEtsi zlabek ma rozméry 1,2 nm, mensi 0,6 nm.
Vétsi zlabek je hlubs$i nez mensi. Oba zlabky jsou charakteristické pfitomnosti atomii
schopnych tvorit vodikové vazby s proteiny, vétsi zlabek ve vétsi mife nez zlabek mensi.

[3]

Zakladni struktura dvousroubovice je udrzovana a stabilizovana vnitromolekularnimi
silami (podobné jako u bilkovin) a vznikd automaticky (pfedstavuje stav s nejmensi
moznou energii). Nejdulezitéjsi roli v udrzovani stdlosti sekundarni struktury maji

vodikové mustky mezi komplementarnimi bazemi a hydrofobni reakce. [3]

¢ Vodik
a “ Kyslfk
;- @ Dusik
= @ Uhlik
> © Fosfor
o
=
.4
(9]
Kol
P
N
2
]
-

Obr. 4: Sekundarni struktura DNA [10]

2.2 GENETICKA INFORMACE a GEN

Ve fyzice se informace obecné chape jako mira poradku. V tomto smyslu Ize pouzit
tohoto pojmu pro jakoukoli strukturu nebo systém. Jako mira potadku vyjadiuje informace
instrukce potfebné k vytvofeni uréité organizace, jakou jsou napf. biologické
makromolekuly, DNA, RNA a proteiny v burice. [5]

Geneticka informace se zapisuje do univerzalniho genetického kodu, ktery je chapan

jako informace, kterd je obsazena v primarni struktufe nukleové kyseliny. V nukleovych

13



kyselinach je kodovana pomoci ¢tyf nukleotidii a to v nasem piipadé v DNA adeninem
(A), thyminem (T), guaninem (G) a cytosinem (C). Jako genetickou ji uvadime proto, Ze se
dédi z rodici na potomstvo u eukaryotickych a prokaryotickych organismu prostrfednictvim
DNA. [3], [5]

Pojem gen se poprvé pouzil v souvislosti pro oznaceni jednotky dédicnosti W.
Johanssenem v roce 1909. Né&jakou dobu trvalo, nez byl piesny pojem pro gen definovan.
V soucasné dob¢ jej lze definovat jako usek polynukleotidového fetézce, ktery obsahuje
genetickou informaci pro strukturu polypeptidu jako translacniho produktu (gen strukturni)
nebo informaci pro strukturu RNA, ktera nepodléha translaci (geny pro rRNA a tRNA). [3]
Tato definice plati pro geny DNA virti, prokaryot a eukaryot.

DMNA
Strukturni gen Geny pro funkéni RNA Regulaéni oblast
! !
transkripce transkripce interakce ;Lp roteiny
!
mRMNA rRMNA n\ellbo tRMA
tran\slllace
primarni struktglra polypeptidu
RNA
Strukturni gen Regulacni oblast
|
translace interakce s proteiny

y

primarni stuktura polypeptidu

Obr. 5: Schéma funké&nich jednotek genetické informace [3]

Gen, ktery nese informaci o primarni struktufe jednoho polypeptidového fetézce,
nazyvame jako strukturni. Jinak fe¢eno koduje primarni strukturu polypeptidu (proteinu)
jako translaéniho produktu. Tento polypeptid miize tvofit funkéni molekulu bilkoviny
s enzymovou, strukturni nebo signalni funkci. U DNA se strukturni gen piepisuje do
primarniho transkriptu, promitne se do mediatorové RNA, kterd se nasledn¢ na ribozomu
koduje do primarni struktury proteinu (polypeptidu). [5] Existuji dva druhy strukturnich
genu. Slozené strukturni geny a jednoduché strukturni geny.
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2.2.1 Strukturni geny

Pro slozené strukturni geny je charakteristicka jejich skladba. Oznacujeme je jinak
také geny pferusené introny, z ¢eho vyplyva, Ze se skladd z intront a exonii. Navic jeho
primarni transkript podléhd posttranskripcni Upravée sestiihem. Z celého sloZzeného genu se
kompletné vSechny introny i exony ptepisi do jedné molekuly primdrniho transkriptu,
odkud se nasledné vyStépi piepisy intronii a zbylé piepisy exonid se spoji dohromady.
Spojenim vsech nastépenych Casti se vytvoii mRNA, ktera se pteklada na ribozomu. Tato
uprava, prepis z primarniho transkriptu a Stépeni piepisli intrond a exont, vcetné jejich
nasledného spojeni se odborné¢ oznacuje jako posttranskripéni uprava sestiihem nebo
zkracené prosté sestiih. Ve zjednoduseném podéni jsou introny brany jako nekodujici usek,
zatimco exony jsou dilezitou soucasti pro vytvoreni mRNA. [5] Slozené strukturni geny

jsou piimo charakteristické pro eukaryotické organismy.

2 [ I — [T -

—_— . —_—
exon intron exon intron exon
Bl Nepielozend oblast [ Kodujici sekvence [] intron

Obr. 6: Schéma slozeného strukturniho genu [10]

Jednoduchy gen je oproti slozenému opravdu jednoduchy. Oznacuje se jako gen
nepreruseny introny, coz svym zpusobem naprosto vystihuje jeho slozeni. Jednoduchy gen
neni slozeny ze sekvenci, které by mély charakter intronti nebo exonti. Kompletné cely se
piepiSe do primarniho transkriptu, ktery nepodléhd posttranskripéni Gpraveé sestiihem. Je
charakteristicky pro prokaryotické organismy.

2.2.2 Geny pro RNA

Geny pro funkéni RNA jsou dilezité pro strukturu molekul RNA, specialné pro ty,
které nepodléhaji translaci, rRNA, tRNA a pfipadné dal§i druhy RNA podilejici se na
regulaci exprese genetické informace nebo maji jiné funkce. Ve vétsiné ptipadi se nékolik
gend pro tRNA a rRNA piepiSe do jedné molekuly primarniho transkriptu, ktery se dale
Stépi na jednotlivé funkéni typy RNA. Vyjimku tvoti mediatorovd RNA, kterd je urcena
piimo k translaci. [3], [5]

2.2.3 Regulaéni oblasti

Geny jako regulacni oblast jsou casti urCitého tseku DNA fetézce, ktery nese
informaci pro strukturu takovych molekul RNA, které plni regulacni funkci, kterd mé za

ukol rozeznavat specifickym proteinem signalizujicim zahajeni nebo zastaveni transkripce
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(u DNA) nebo translace (RNA viry). Kazda regulacni oblast je ur€ovana pomoci specifické

sekvence, kterd ur€uje, Ze se na ni bude vazat urcity protein.

2.2.4 Prekryvajici se geny

Kazda DNA nese mnoho riiznych informaci pro transla¢ni produkty. Muze se ale
stat, ze urCity usek miize obsahovat informace pro vice produkti. V takovém piipadé
mluvime o tzv. prekryvajicich se genech. Jsou to strukturni geny, jejichz pocatecni
stejny. Takto miizou vzniknout naptiklad dva nebo tfi transla¢ni produkty. Piekryvajici se

useky predstavuji rizné geny, nebot’ poskytuji dva rtizné transla¢ni produkty. [5]

23 GENOM

Pojem genom miizeme definovat jako soubor vSem molekul DNA v buiice nebo
bunééném organismu. V tom piipadé¢ zahrnuje DNA genovou i negenovou, piipadné

soubor vSech gent strukturnich a genti pro RNA.

2.3.1 Chromosomy

Nejveétsi pocet genli obsahuji chromosomy. Genom eukaryotickych organismu se
sklada z vice jadernych chromosomt a chromosomi mimojadernych. Jaderné chromosomy
se oznacuji téz jako jaderny genom, mimojaderné jako plazmon. Struktura prokaryotickych
a eukaryotickych chromosomii se hodné¢ lisi. V této praci se budeme vénovat pouze

chromosomiim eukaryotickych organismii. [3]

Eukaryotické chromosomy miizeme vzdy nalézt v jadie eukaryotickych bunék. Jejich
vzhled, pokud jej pozorujeme svételnym mikroskopem, se v riiznych fazich déleni bunky
meéni. Presto jejich chemicka a zékladni molekularni organizace zustava po celou dobu
naprosto stejna. Eukaryotické chromosomy obsahuji DNA a bilkoviny bazického a
kyselého charakteru. U téch, kde probihd transkripce, miizeme piechodné nalézt mRNA,
rRNA a tRNA, které jsou v tu chvili pravé syntetizovany. [3]

Kazdy chromosom obsahuje jednu dlouhou linedrni molekulu DNA. Jeji délka ale
dosahuje az nékolik desitek centimetrd, napt. u lidskych chromosomi 1,7 — 8,5 cm, a
obsahuje fadové 10® pari bazi, u cloveka 50 x 10° — 250 x 10°. [3], [6]

Kazdda molekula tvofici eukaryoticky chromosom musi obsahovat ti1 typy
specializovanych nukleotidovych sekvenci, které zajistuji replikaci chromosomu a jejich
rozdeleni do deefinych bun¢k: replikacni pocatek, centromeru a dvé telomery. Replikaéni
pocatek zajiStuje zahdjeni replikace chromozomadlni DNA, u velkych chromosomu se
nachazi az ve stovkach kopii. Centromera je misto, kde se vytvaii kinetochor, ktery
zajiStuje behem mitézy a meidzy segregaci chromosomi do dcefinych bun¢k, navic je
velice bohatd na pary AT. Telomery jsou umisténé na koncich chromosomu. Telomery ridi
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pii replikaci dokonceni syntézy dcefinych DNA fetézct na 3° koncich matricovych DNA
fetézcli chromosomu. Jejich hlavni funkce spociva v kompenzovani ztraty koncovych

nukleotidl pii replikaci chromosomu. [3], [6]

Chromosom

Chromatidy

Telomera

| & Centromera

NP
| &
(5745

Obr. 7: Schéma spiralizace chromosomu [10]

Chromosomova DNA vzhledem k délce svych fetézcli a malému prostoru, ktery je
chromosomiim v jadie poskytnut, musi mit slozitou a n¢kolikastupfiovou substrukturu,
DNA je strukturdlné¢ kondenzovana. Zékladni jednotkou substruktury je nukleosom,
diskovité télisko (primér zhruba 11 nm) tvofené oktamernim komplexem histontl, kazdy
z nich je zastoupen dvakrat. Histony jsou bilkoviny bazického typu, bilkoviny s hojnym
zastoupenim bazickych aminokyselin lyzinu a argininu. Diky jejich pozitivnimu naboji se
relativné pevné vazou na DNA. Kolem diskovitého téliska s histony se oviji ¢ast molekuly
DNA o délce 146 part bazi. DNA fetézec pokracuje dal na dalS$i nukleosonova jadra
(histonovy oktamer), ale az po dalSich 60 parech bazi, které nazyvame spojovaci DNA.
V souctu tedy vychdzi na jeden nukleosom zhruba 200 parti bazi DNA. [3], [6]

Dalsim stupném ve struktufe uspotadani je kondenzace ,,fetizka* nukleosomt do tzv.
30 nm chromatinovych vldken. Velice dilezitou roli hraje histon H1, ktery se vdze na
histonové jadro jednoho nukleosomu a jednak na zacatek spojovaci DNA druhého
nukleosomu. [3], [6]
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30 nm vldkna zaujimaji v prostoru jesté vyssi stupen usporadani. Vytvareji jakési
smycky o 20 000 az 80 000 parech bazi. Typicky lidsky chromosom je tvofen 2 600
smyckami. [3]

V pribéhu anafdze mitézy se chromosomy zkracuji a kondenzuji. Kondenzaci
rozumime vlastné tésné nahlouceni smycek navzdjem. Diky tomu je mizeme dobie ve
svételném mikroskopu pozorovat jako téliska (mitotické chromosomy). V metafazi je
struktura chromosomu charakteristickd, dvé dcefiné chromatidy jsou spojeny zvlastni
strukturou — centromerou, kterd tvofi hranici mezi rameny chromosomu. Diky
riznorodému umisténi centromery lze chromosomy délit na akrocentrické, centromera je
blize jednomu z konct chromosomu, submetacentrické, centromera umisténa dale od
konce a metacentrické, kdy je centromera zhruba uprostfed chromosomu a vytvarii tak
piiblizn€ dv¢ stejnd ramena. [3]

2.3.2 Lidsky genom

Clovek jako biologicky druh se ve svych zakladnich principech neodliduje prilis
velkou mérou od ostatnich savch. Plati pro néj vSechny poznatky molekularni a obecné
genetiky, které byly pozorovany i na jinych organismech. Pfesto u néj pozorujeme fadu
znakt, morfologickych i fyziologickych, které jej déli od vysSich savci a primatd. Mezi
tyto znaky patii pfedev§im rozvoj druhé signalni soustavy se schopnosti abstraktniho

mysleni, s neobycejnou kognitivni schopnosti a v§im, co se od téchto vlastni odviji. [3], [4]

Lidskd genetika je odkazand na metody pozorovéni, protoze vzhledem k etickym
kodexim neni mozny experimentalni ptistup. Jedin¢ v ojedinélych nechténych ptipadech
lze pozorovat napf. ucinky ionizujiciho zafeni na genom clovéka a jeho expresi pii
pokusném ¢i valeCném pouziti atomovych zbrani, piipadné pii havariich atomovych
zafizeni.

U cloveka je intenzivné studovan patologicky vyskyt znakd, u fady chorob jsou
znamé jejich patogeneze od trovné molekularni az po klinické piiznaky, véetné genové
determinace a jejiho ovlivnéni okolim. Tento a mnoho dalSich divoda vedlo k myslence

desifrovat kompletni lidskou genetickou informaci.

Byl vytvofen projekt, pro urceni kompletni sekvence DNA lidského genomu.
Zahajili jej vroce 1990 a nese anglickou zkratku HUGO, Human Genom Organization.
Cilem bylo uplné zmapovani standardniho lidského jaderného genomu na urovni
chromosomovych map, lokalizaci genovych lokusd, i uréeni nukleotidovych sekvenci
DNA. [3]

Projektu se ucastnilo vice jak 200 svétovych Spickovych pracovist, kde nejvetsi
koncentrace vyzkumné kapacity byla v Néarodnich ustavech zdravi v USA. Bé&hem

nékolika let se spolecnost Wellcome Trust (Velka Britanie) stala hlavnim partnerem

projektu, dalsi pochézeli z Japonska, Francie, Némecka, Ciny a jinych zemi. Projekt byl
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napléanovany na 15 let, ptesto diky velkym pokrokiim v technologii byl ukon¢en o dva roky
diive. [7]

Hlavni naplni projektu tvofilo identifikovani celého lidského genomu, zhruba 20 000
—25 000 geni, stanovit sekvence tii miliard part bazi, které tvoii lidskou DNA, uloZit tyto
data pro analyzu. Aby se ziskand data mohla dobfe analyzovat, bylo potieba vylepsit
technologii pro datové analyzy tak velkych souborti dat a nasledné pouzit nové technologie
v soukromém sektoru. Jako jeden z poslednich cilli bylo tfeba vyiesit etické, pravni a

socialni otazky (ELSI), které mohly vzejit z programu HUGO. [7]

I kdyz je program jiz né€kolik let dokoncen, analyza dat potrva jest¢ mnoho let.
Dtlezitym krokem bylo rozhodnuti vlady ptenést technologie do soukromého sektoru.
Licencovanim technologii v soukromych spole¢nostech a odménovanim grantli pro

inovativni vyzkum, se program urychlil. [7]

Prestoze je mapovani lidské DNA dokonceno, projekt se zabyva sekvenovanim DNA
1 jinych organismid — myS$i (Mus musculus), ovocné musky (Drosophila melanogaster),
Cerva oblého (Ceanorhabditis elegans), kvasinky (Saccharomyces cerevisiae) a fady
bakterii (napt. Escherichia coli a Bacillus subtilis). Analyza genomt téchto experimentalné
vyznamnych organismli umozni vyhnout se oveéfovani funkci identifikovanych gend na
lidech a poskytne srovnani struktury strukturalni gent, které jsou evolu¢né méné ovlivnéné

nez sekvence ostatni. [3]

Hlavnim pfinosem z poznani kompletni sekvence DNA lidského genomu je
v nalezeni specifického rozmisténi strukturnich a regulac¢nich gena, které sekvence mutaci
jsou charakteristické pro urcité patologické stavy, dale pfi porovnavani s jinymi genomy
riznych organismid a vyhledani specifickych ,lidskych® oblasti. Pfesto rozlusténim

lidského genomu neziskdme odpovéd’ na to, co je to standardni lidsky genom. [3]

2.3.3 Simpanzi genom

Simpanzi genom byl dokonéen roku 2005, dva roky poté, co byl rozluitén genom
lidsky. Vsichni doufali, ze rozlusténi Simpanziho genomu kone¢né poskytne piesné dikazy
o podobnosti DNA jako dokladu toho, Ze lidoopi a &lovék méli spoleéného predka. Casto

je tato podobnost uvadéna jako dikaz evolu¢niho plivodu ¢lovéka.

Do roku 2005 byly pouze dohady, Ze lidskd DNA je az z 99 % podobna Simpanzi, ale
tato skutecnost je velice zavadéjici. Presto Simpanzi genom nebyl sekvenovan na stejné
urovni jako genom lidsky a kdyz byl dokoncen, tak se skladdal zpocatku z velkého poctu
malych neorientovanych a ndhodnych utrzkii. Pro sestaveni celkového obrazu DNA do
souvislého dilu, které by predstavovaly dlouhé useky chromozomt, byli védci nuceni

pouzit lidsky genom jako voditko ¢i rdm k zakotveni a orientaci Simpanzich sekvenci.

19



Takze k poskladani jinak ndhodného Simpanziho genomu byla vyuzita evoluéni domnénka

o udajném prechodu opic v ¢loveéka. [8]

V soucasné chvili nebylo jest¢ provedeno zcela vyvazené srovnani celého genomu
mezi Simpanzem a ¢lovékem. Presto byly provedeny studie, které snizuji ¢islo podobnosti
genomu z 99% na pouhych 86%. Ale i tak existuji velké bloky sekven¢nich anomalii mezi

Simpanzem a ¢lovékem, které jsou ptfimo nesrovnatelné. [§]

Kvili omezeni v technologii sekvenovani DNA, nemaji jest¢ védci v soucasnosti
kompletni genomické sekvence pro lidi ani Simpanze. V sekvenci, kterou zatim maji, je

tteba provést mnohem rozsahlejsi analyzu.

2.4 CpG ostrivky

CpG ostrivky jsou kratky tisek DNA, kde je zastoupeni CG bazi mnohem vétsi nez
v jinych ¢astech DNA. CpG se znaci proto, Ze spojeni cytosinu a guaninu je tvofeno
pomoci fosfodiesterové vazby, kterd se znaci pismenem ,,p* mezi ,,C* a ,,G*. Tyto unikatni
sekvence jsou priblizn¢ 1kb dlouhé a zasahuji do promotorové oblasti vSech lidskych gent
z 60 —70 %. [14]

CpG ostrivky jsou Casto umistény okolo promotor geni, které jsou nezbytné pro
hlavni funkci buriky nebo v jinych genech, které v buiice podléhaji expresi. V téchto
¢astech CG sekvence nejsou methylované. Oproti tomu, CG sekvence v inaktivnich genech
jsou obvykle methylované aby zadrzely svou expresi. Pfi nahodilé deaminaci se
methylovany cytosin mize pievést na thymin. Na rozdil od cytosino — uracilové mutace,
kterda je ucinn¢ opravena, cytosino — thyminovd mutace miize byt opravend pouze
mechanismem, ktery v poSkozeném fetézci DNA obnovi pivodni potradi nukleotidi, coz je
v tomto piipadé velice neucinné. Z toho divodu se pribéhem casu methylované CG
sekvence prevadi na TG sekvence, coz vysvétluje deficit CG sekvence v inaktivnich
genech. [14]

2.4.1 Puvod a evoluce CpG ostruvku

CpG ostrivky nejsou ve skutecnosti odolné methylaci, jak se pivodné jevilo.
Vyplyva to z tumorovych bunék nebo X-inaktivovanych genti. Vyvstdva proto otdzka, jak
fidit methylaci tak, aby nevznikaly mutace. [13]

Nabizi se domnénka, Ze navazovani transkripcnich faktorti (TF) na CpG je miize
ucinit hiife pristupnéjsi pro DNA — methyltransferaze, kterd je podporovana hned nékolika
fadami dikazi. Jako prvni, vysledkem de novo methylace CpG je mutace na Spl (jeden

z transkripCnich faktorti) vyzadovaného pro vyjadieni mysSiho genu Aprt. Rovnéz
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demethylace CpG je propojena s prvnim a druhym exonem na pl/6 genu u lidskych

rakovinovych bunék mocového méchyie. [13]

Ackoliv transkripéni faktory mohou pfispivat k odolnosti CpG ostritvku proti de
novo methylaci, nemizeme hledat jejich ptivod v savéim genomu. Tato myslenka vede
k otazce, pro¢ CpG ostrivky vlastné existuji. Neni to pouze fe¢nicka otazka, protoze vice
jak 40 % vSech lidskych promotori jsou CpG poor, coz znamend, zZe genovy piepis mize

fungovat 1 bez piinosu CpG ostravki. [13]
2.4.2 CpG ostriivky a CpG poor

Navzdory rozmanitosti promotord, geny transkribovany RNA polymerazou II mohou
byt tfidény do dvou riiznych a vzajemné se vylucujich skupin. V prvni skuping, frekvence
CpG je stejnd jako v ostatnich Castech genomu, kde je pfiblizné jeden na kazdych 100
nukleotid. Tady mizeme naleznout geny, jejichZ exprese je omezena na limitovany pocet
bunéénych typua. Protikladem této skupiny je druhd, kde na 5° konci genu je seskupeni
zhruba 1kb dlouhé, kde je cetnost CpG piiblizn€ 10 krat vy$s$i neZ v jinych castech
genomu. Tato seskupeni nazyvame jako CpG ostritvky a takovy zietelny shluk CG lze
velice snadno vizualné poznat 1 z jednoduchého CpG schéma. [11]

Duslednym spojenim CpG ostriivkll s promotorovymi oblastmi mnoha genii, pfimo
nabddaji k jejich eventudlnimu pouZziti coby markeru k lokalizovani genli v genetické
sekvenci. Dokonce i dvacet let po jejich objeveni jsou CpG ostrivky stale spolehlivy znak

pro promotorovou predikci v savéim genomu. [11], [12]

Co je tak specialniho na CpG ve srovnani s dal§imi 15 dinukleotidy v DNA? CpG
ostrivky jsou oblasti, kde se odehrava methylace a z vice jak 80 % téchto oblasti je
methylovano na pozici 5° u lidi a mysi. Ponékud paradoxni je, ze CpG ostrivky zlstavaji
nemethylované (v pfevdzné vétSiné piipadl), zatimco u vétSiny ostatnich CpG,
osamocenych a rozmisténych po celé délce genomu, methylace probéhne. Dodejme
k methylaci lidské i mysi, CpG ostrivky maji obsah C + G pfiblizné 67 % a 64 %, zatimco
pramérn€ v genomu jich nalezneme kolem 41 % a 42 %. [11]
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Obr. 8: Dvé& skupiny promotorti u &lovéka a mysi. Cervené obdéliniky a Sipky symbolizuji prvni exon

a transkripéni zahajovaci ¢ast [11]
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3 PRAKTICKA CAST

3.1 Program VYHLEDAVAC.m

Program Vyhledavac.m byl vytvofen v programovém prosttedi MATLAB
7.9.0.529 R2009b. Uzivatelské prostiedi bylo navrzeno v grafickém editoru GUIDE.
Program slouzi ke genové analyze CpG ostrivkll. Je konstruovan pro zpracovavani
genetickych souborti ve formatu FASTA. Hlavni funkci programu je ve vybrané sekvenci
vyhledat ¢asti bohaté na dimery CG a GC a podle uzivatelem zadanych podminek je
nasledné detekovat jako CpG ostrivek. Program je rozdélen do tfi jednoduchych
piehlednych ¢asti. Nacteni sekvence, vyhledani a ulozeni dat. Pro ucely dal§iho zpracovani
dat, které uzivatel ziska, program vypise délku sekvence, zacatky a konce CpG ostrivkii,
vykresli graf nalezenych usekii a pfesné zvyrazni baze nachézejici se v CpG ostravku.
Nalezené useky, zacatky a konce Ize ulozit ve formatu pro pouziti v tabulkovém editoru
MS Excel, s nazvem jaky si uzivatel sam zvoli. Posledni grafickd ¢ast programu slouzi
k interpretaci sekvence v grafické podobé¢, kdy se po celé jeji délce 1ze posunovat a podle
barevného rozliSeni analyzovat bdze oznacené jako CpG ostriivek. Po sekvenci se lze
posunovat jednoduse posuvnymi tlacitky, pfipadné¢ pomoci presné stanovenych rozmezi
zadanych uzivatelem. Podrobny popis programu a jeho uzivatelského rozhrani jsou

ptesnéji popsany v nasledujicich kapitoldch. Manudl k programu je zatazen v ptiloze.

. Vyhledavac

Vyhledavaé CpG ostruvku

Nacti FASTA soubor ‘
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s
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Obr. 9: Uzivatelské prostfedi programu Vyhledavac.m
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3.1.1 Nacteni sekvence
Aby program mohl pracovat, potfebuje vstupni data. Program Vyhledavac.m

zpracovava sekvence ve formatu FASTA.

Nacteni sekvence spustime v programu stisknutim tlacitka nacti, kterym se spusti funkce
Nacti Callback. Do ni je vnofena externi funkce s ndzvem NactiFasta. Jejimi vystupy

jsou nazev sekvence a sekvence samotna.

Pti spusténi funkce vyskoCi vybérové okno, sjiz piednastavenym souborovym
formatem .fasta, kde si uzivatel zvoli sekvenci, kterou chce analyzovat. Po vybrani a
nahrani, ve funkci dojde k ulozeni ndzvu souboru, cesty k nému a soubor se otevie. Hned
na zacatku je definovéna prazdnd proménna ptipravena pro nacteni hlavicky sekvence a

pro sekvenci.

V prvnim fadku souboru je definovana hlavicka sekvence, kterd se nacte do
piipravené proménné hlavicky. V cyklu probihd ¢teni souboru po fadcich. Kazdy fadek se
zapiSe do vektoru a kazdy nasledujici se zafadi za néj. Ve vysledku je ve vektoru celd
sekvence. Po nacteni celé sekvence se ¢teni ukoncCi a soubor zavie. Tim je uzaviena Cast

nacitani a nasleduje ¢ast vyhledavani CpG ostrivkd.

Po nahrani sekvence se vypise jeji ndzev do kolonky NazevSekvence, probéhne

vypocet délky sekvence a zobrazeni jeji hodnoty v okn€ vypisdelka .

3.1.2 Vyhledavani CpG ostruvki

Vyhledavani CpG ostriivkll zapocne po stisknuti tlacitka cpGsearch, ¢imz se zavola
funkce CpGsearch callback. Do této funkce je implementovdna dal$i, tvofici jadro
celého programu, funkce snidzvem cpGCount.m. Pro jeji spravné spusténi potiebuje
vstupni data, kterymi jsou sekvence a parametry, zadané v textboxech uzivatelem. Pii
nevyplnéni textbox vysko¢i upozornéni, které vybizi k jejich doplnéni, jinak program
nebude spravné fungovat. Parametry jsou zaddvané v datovém typu s#ring, proto je nutné
je ihned ptevést do formatu double. Poté je miizeme vSechny nacist do funkce spolecné se

sekvenci, kterou jsme ziskali nahranim z externi funkce NactiFasta.

Funkce cpGsearch vyhledava v sekvenci CpG ostrivky na zakladé uzivatelem
zadanych podminek. Hned na zacatku je nutno definovat proménné, do kterych se budou

zapisovat pozice nalezenych CpG ostrivkd.
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— “Watupni parametry

Windiosy 100
ObsiExp 0.5
hin % GG 0.5
Lencith 50

Obr. 10: Pfeddefinované vstupni parametry

Pro analyzu je potifeba pievést sekvenci v pismenném formatu do formatu ¢iselného.
Znaky pro cytosin a guanin jsou nahrazeny c¢islem jedna a adenin s thyminem nulou.

Béhem pievadéni se do proménnych mapaC a mapaG nacitaji nalezené baze C a G.

Jakmile je sekvence pfevedena na Cisla, ptijde na fadu vyhledavani CG a GC dimert.
V okné, jehoz velikost urcil uzivatel na pocatku, se pohybuje jedno malé okénko o
defaultni velikosti deset. Pokud je v malém okénku sedm a vice jednicek, do proménné

velka pozice vyznacujici pozici CpG piida jednicku.

Pro detekci CpG ostrlivki je tfeba spocitat dve kritéria. Pomér cytosinu a guaninu a
vypocet pozorované/ocekavané (Obs/Exp). Princip vypoctu poméru je jednoduchy. Pomoci
nachystanych proménnych mapaC a mapaG jej lze snadno vypocitat. Suma vSech
nalezenych C plus suma vSech nalezenych G vydélené velikosti okna. V tom stejném cyklu

probiha 1 vypocet Obs/Exp dle uvedeného vzorce:

ObS/ _ Pocet CpG
Exp Potet C+Potet G ? )

kde Pocet CpG jsou nalezené dimery CG a GC ve vektoru velka pozice, Pocet C pocet
nalezenych C, Pocet G pocet nalezenych G a N je celkovy pocet bazi v sekvenci.

Algoritmus je prevzat od Gardiner-Garden. [12]

Kalkulace probihaji v okné, které se po sekvenci posunuje po jednom prvku. Ke
konci sekvence dochézi k situaci, kdy je okno vétsi, nez délka zbyvajici sekvence, proto je
zatazena podminka, kdy se postupné zmensSuje okno pro vypocet. Kvili narGstajici

koncové chybé je poslednimu prvku vektoru pfifazena hodnota blizici se k nule.

Zaverecnou a nejdulezitéjsi casti funkce je stanoveni velikosti a pozic zacatka a

koncti CpG ostriivkd. Pro definovani zacatku ostriivku je predpoklad splnéni podminky,
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kde velikost poméru CG a Obs/Exp jsou zaroven vétsi nebo rovny parametriim, které urcil
uzivatel. Jakmile je jedna z podminek nesplnéna, zaznamend se konec ostrtivku. Dalsi
z parametri, ktery je pro stanoveni podstatny, je minimalni vzdalenost ostrivki od sebe.
Pokud méme zaznamenané dva ostriivky a jejich vzajemna vzdéalenost je mensi jak tficet
pard bazi, slouc¢i se dohromady v jeden. Dalsi z podminek, ktera je definovana uzivatelem,
je minimalni velikost ostrivku. V pfipad¢, Ze je detekovany ostrivek mens$i nez zadana
velikost, smaze se. Vykresluji se pouze ty ostrivky, které spliuji veSkeré zadané

podminky.

Program pfi stanovovani ostrvku v prvni iteraci nemusi kontrolovat, zda se pred
nim nachdazi soufadnice jiz existujiciho ostriivku, piesto v dalSich krocich jiz toto stanoveni
musi existovat. Pokud v okné€ nejsou podminky splnény, program zkontroluje, zda v pozici
pred nim nebyl detekovan ostrivek. Jestlize ano, zaznaci se konec ostriivku. Hned vzéapéti
je provedeno vyhodnoceni délky ostriivku a jeho porovnani s minimdlni délkou
pozadovanou uzivatelem. Jestli je hodnota detekovaného ostriivku mensi, jsou soutfadnice

vynulovéany a detekce pokracuje.

Vystupem z funkce jsou tfi vektory, vektory start se zaznamenanymi zacatky usekt
ostrivkill, stop obsahujici hodnoty koncii ostrivkli a cpgisland se soufadnicemi vSech

ostravki, které splnily podminky vlozené uzivatelem.

3.1.3 Grafické zobrazeni a uloZeni

Vykresleni rozlozeni CpG ostrivku na sekvenci probihd v hlavni funkci
Vyhledavac.m. RozloZzeni CpG ostrivkl se promita v grafu a v listboxu po pravé strané
grafu se vypiSou nalezené zacatky a konce ostravku. Ty lze pomoci tlacitka Uloz ulozit do

souboru, ve formatu pro zpracovani v tabulkovém editoru MS Excel, pro dalsi pouziti.

15+ E
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Obr. 11: Priklad vykresleni CpG ostrvki
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Dalsim uzivatelskym nastrojem je vykresleni nukleotidll a ptebarveni bazi na zékladé
stanoveni CpG ostravkil. Kdyz se na dané ¢asti nachazi ostriivek, nukleotid se piebarvi na
cerveno. K vypsani bazi je vyhrazen panel s rozsahem zobrazeni 30 nukleotidi. Po celé
sekvenci se lze posunovat bud’ prepisovanim pozic, nebo stisknutim tlacitek po stranach
panelu. Posun je mozny o jeden, deset a sto nukleotidd na ob¢& strany. Pokud sekvence
dosédhne svého minima nebo maxima a uzivatel i piesto bude chtit posouvat po sekvenci,
neni to mozné a sekvence zlstava zobrazena v pozici prvnich tficeti nebo poslednich tficeti

nukleotidt.

Princip vykresleni je jednoduchy. Pfi splnéni vstupnich podminek, zda jsou zadana
spravna Cisla (nenulova, s rozsahem 30 nebo mensi apod.) vstupuji proménné do cyklu,
kde se podle uzivatelem zvolenych pozic, na nich provadi analyza, jestli se v nich nachézi
CpG ostravek. Pokud ano, na pozici se barva pismena zméni na ¢ervenou a zafadi se za
predchozi do proménné znak{i}. Ta se po skonceni cyklu vypiSe do panelu jako

prebarvené nebo neptebarvené nukleotidy.

+10 ‘

‘-100”-10‘|-1‘ CCAGGGCAGAGTTACCCTCTGCTCCAGAGA ‘ + '100’

00 Vykresli baze S30

Obr. 12: Ukazka vykresleni nukleotid(

3.2 Analyza CpG ostruvki

Pro zjisténi spravné funkce programu je tieba jej srovnat s volné pristupnym
internetovym vyhleddvadem. Geny pro analyzu jsou vybrany z databaze GenBank. Aby
byla analyza kompletni, tak programem byly porovnavany geny Homo sapiens, Pan
troglodytes, Bos taurus a Mus musculus. Vybrany byly: gen kodujici protein tyrosin
fosfatdza, non-receptor typ 1 (PTPN1), gen leukemie myelocytid (PML) a gen Stfedozemni
horecky (MEFV). Geny od Homo sapiens pochézi z verze Build 37.3 a chromosomu 15,
16 a 20, Pan troglodytes z verze Build 3.1 a chromosomu 15, 16 a 20, Mus musculus
z verze Build 37.2 a chromosomu 2, 9 a 16 a Bos taurus z verze Build 6.1 a chromosomu
13, 21 a 25. Zamérné byly zvoleny geny s pomérné velkym poctem bézi, aby se zjistilo,

zda program rychle zvladne i dlouhou sekvenci.

3.2.1 Analyza programem Vyhledavac.m a internetovym vyhledavacem

http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/cpgplot/

Pro analyzu CpG ostritvku byly aplikovany parametry, které korespondovaly
s moznostmi, které ma internetovy vyhledava¢. U obou jsou zvoleny stejné, aby bylo
mozné vysledky porovnat a zhodnotit. Internetovy vyhledavac
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http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/cpgplot/ (ddle zmiflovan jako internetovy vyhledavac)

byl zvolen pro svoje piehledné uzivatelské prostfedi a pro jednoduchy vystup v podobé

seznamu nalezenych ostrivkd, jejich délky a grafem jejich umisténi na sekvenci.

Aby byly znatelné rozdily mezi vyhledévaci, jsou grafy obou vyhledavacu razeny za
sebou. Vystup z internetového vyhledavace je ofiznut pouze na nalezené CpG (ve vystupu

jsou ve dvou dalSich grafech zobrazeny hodnoty Obs/Exp a %CGQG).

Tabulka 1: Parametry stanovené pro analyzu

Parametr Hodnota
Window 100
Obs/Exp 0.6
Min % CG 0.5

Length 100

3.2.2 PTPN1

Protein koédovany timto genem je jeden z pocatecnich ¢lenli protein-tyrosino-
fosfatazového kmene (PTP), ktery byl isolovan a identifikovan na zakladé své enzymatické
aktivity a aminokyselinové sekvence. PTP katalyzuje hydrolyzu fosfatovych monoestert
specialné tyrosinovych zbytkli. PTP jsou zndmy pro své signaliza¢ni molekuly, které
usmériiuji mnozstvi bunéénych procesti zahrnujici bunéény rist, diferenciaci, mitoticky
cyklus a nadorotvorné premény. Tento PTP je pozorovan jako negativni regulator
insulinové signalizace defosforylujicim fosfotyrosinovym zbytkem receptoru insulinové
kinazy, stejné jako JAK2 a TYK2 kinazy, které maji svou roli v této PTP pii kontrole

bunécného ristu a odpovédnosti burky za interferonovou stimulaci. [15]
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Obr. 13: PTPN1 u Homo sapiens v programu Vyhledavac.m
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Obr. 14: PTPN1 u Homo sapiens v internetovém vyhledavaci

Tabulka 2: Porovnani vyhledavaci u genu PTPN1 v Homo sapiens

Internetovy vyhledavac Vyhledavac.m
Zacatky Konce Zacatky Konce
48 296 1 246
347 564 325 586
14255 14362 58943 59082
14878 14998 72313 72454
37103 37216 72565 72694
63851 63953
71024 71178
72370 72530

Z tabulky 2 je patrné, Ze se vyhledavace schazeji v prvnich dvou vyhledanych
ostriveich (£20 bazi), v ostatnich nalezenych se li§i az na posledni, predposledni u

vytvofeného programu, kde je také c¢astecna shoda.
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Obr. 15: PTPN1 u Pan troglodytes v programu Vyhledavac.m
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Obr. 16: PTPN1 u Pan troglodytes v internetovém vyhledavaci

Tabulka 3: Porovnani vyhledavact u genu PTPN1 v Pan troglodytes

Internetovy vyhledavac

Vyhledavac.m

Zatatky
84
15468
53702
71789
73137
74832

Konce
924
15569
53981
71943
73291
74935

Zacatky
1
781
59746
60175
71405
73081
73325

Konce
606
886

59850

60282

71523

73226

73462

{(x10%)

V piipadé¢ sekvence genu u Pan troglodytes se shoda nachéazi v prvnich ¢astech a u

predposledniho ostriivku. Ve stfednich ¢astech bud’ ostrivky nalezeny nejsou, a pokud

ano, odliSuji se o velky pocet bazi (az 1000 bp).

Prahova hodnota [-]
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Obr. 17: PTPN1 u Bos taurus v programu Vyhledavac.m
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Obr. 18: PTPN1 u Bos taurus v internetovém vyhledavacdi

Tabulka 4: Porovnani vyhledavacl u genu PTPN1 v Bos taurus

Internetovy vyhledavac

Vyhledavac.m

Zacatky
47
3764
4055
12745
14090
15580
15972
16158
16991
17567
18104
21790
25074
27963
32781
34854
37441
42820
43911
45074
48242
49539
49684
50050
54078
54755
57047
57176
59652
60092

Konce
920
3867
4290
12868
14267
15778
16122
16265
17129
17674
18264
21936
25328
28170
32948
34959
37542
42974
44011
45238
48401
49657
49827
50198
54186
54994
57156
57339
59816
60420

Zacatky
1
641
19221
43477
43881
47973
48217
49441
54789
55025
58449
59545
59833
60085

Konce
602
778

19350

43666

44146

48082

48346

49578

54926

55182

58650

59646

59646

60202

(x10%)
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Zde lze rozeznat rozliSovaci schopnost obou programi. Internetovy vyhledavac
nalezl mnoho ¢asti bohatych na CG casti, které oznacil jako CpG ostrivky. Vlastni
program tolik ostrivkl nenalezl, ale v koncové ¢asti se vyhledavace shoduji s rozdilem

pouze né€kolika desitek bazi.
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Obr. 19: PTPN1 u Mus musculus v programu Vyhledavac.m

Putative Islands

T T T T T T T T T T T T T T T T

Threshold

0.00.20.40.60.81.01.2
1

2 4
Base Number {x107)

Obr. 20: PTPN1 u Mus musculus v internetovém vyhledavadi

Tabulka 5: Porovnani vyhledavac¢t u genu PTPN1 v Mus musculus

Internetovy vyhledavac Vyhledavac.m

Zacatky Konce Zacatky Konce
47 419 1 388
16311 16414 44686 44817
33329 33429
42445 42568

Gen u Mus musculus neni pfili§ bohaty na CpG ostrlivky. Vytvofeny program nalezl
pouze dva, oproti internetovému, ktery vyhledal ¢tyfi. Nejsou piili§ rozdilné v detekci

prvniho ostritvku, ale zbylé se jiz mezi sebou neshoduji.
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3.23 PML
Protein kodovany timto genem je clenem TRIM kmene. Tento fosfoprotein se
lokalizuje na jadra, jako funkce transkripéniho faktoru a tumorového supresoru. Projevuje

se v souvislosti s bunéénym cyklem a reguluje odezvu p53 na onkogenické signaly. [17]
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Obr. 21: PML u Homo sapiens v programu Vyhledavac.m
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Obr. 22: PML u Homo sapiens v internetovém vyhledavaci

Tabulka 6: Porovnani vyhledavacl u genu PML v Homo sapiens

Internetovy vyhledavac Vyhledavac.m

Zacatky Konce Zacatky Konce
56 164 77 242
1106 1221 441 566
3477 3773 40889 40994
8564 8669 44389 44490
13872 13985

19808 19934

26719 26818

28122 28725

31586 31702

40700 40832

42175 42279

42936 43043

46721 46822

49854 49953
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U genu PML je rozdil mezi vyhledavaci markantni. Vyhledavac.m nalezl pouze ¢tyti

ostrivky, oproti velkému mnozstvi, které vyhledal internetovy vyhleddvac. Velikost

nalezenych ostriivkid neni vétsi nez 100 bp.

Praheva hodnota [-]
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Obr. 23: PML u Pan troglodytes v programu Vyhledavac.m
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Obr. 24: PML u Pan troglodytes v internetovém vyhledavaci

Tabulka 7: Porovnani vyhledavaci u genu PML v Pan troglodytes

Internetovy vyhledavac Vyhledavac.m
Zacatky Konce Zacatky Konce
963 1078 301 422
3344 3625 28465 28834
8694 8793 50092 50310

22516 22654
28333 28461
28467 28942
31808 31914
42395 42518
43186 43303
46966 47067
50099 50198

5
te10hy
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U Simpanze vytvofeny program vyhledal pouze tii ostrivky, kde posledni z nich

koresponduje s poslednim ostrivkem (jeho poc¢éatecni pozice), nalezenym vyhledavacem z

internetu a ostriivek na pozici 28467 (u internetového) mé shodny pocatek s vytvorenym,

start na pozici 28465.

Praheva hodnota [-]

Delka sekvence [bp]
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Obr. 25: PML u Bos taurus v programu Vyhledavac.m
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Obr. 26: PML u Bos taurus v internetovém vyhledavadi

Tabulka 8: Porovnani vyhledavacl u genu PML v Bos taurus

Internetovy vyhledavac

Vyhledavac.m

Zacatky

330
2603
23390
28007
31575
36976
42167

Konce
452
2882
23540
28171
31833
37076
42470

Zacatky Konce
29781 29886
41784 41898

Vyhledavace se v tomto ptipadé¢ velice li§i. Nejen poctem nalezenych ostravki, také

jejich nalezenymi pozicemi. Pfevazna ¢ast ostrivki neni vétsi jak 100 bp.
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Obr. 27: PML u Mus musculus v programu Vyhledavac.m
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Obr. 28: PML u Mus musculus v internetovém vyhledavaci

Tabulka 9: Porovnani vyhledavaclt u genu PML v Mus musculus

Internetovy vyhledavac Vyhledavac.m
Zacatky Konce Zacatky Konce
2512 2648 2413 2518
2692 2796 12101 12210
15034 15211
29457 29560

Nalezené useky v genu u mysi se 1i8i fadové o sto bazi v prvnim nalezeném useku.
Pocet vyhledanych ostriivkll neni tak zna¢ny jako v ptedchozich ptipadech, pfesto druhy
ostriivek nalezeny programem ma naprosto jinou pozici nez nékteré z detekovanych u

internetového vyhledavace.

3.24 MEFV
Tento gen koduje protein znamy téz jako pyrin nebo marenostrin, dilezity modulator
vrozené obranyschopnosti. Mutace tohoto genu jsou spojeny se Stfedozemni horeckou

(dédi¢ny opakujici se horeckovy syndrom). [16]
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Obr. 29: MEFV u Homo sapiens v programu Vyhledavac.m
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Obr. 30: MEFV u Homo sapiens v internetovém vyhledavadi

Tabulka 10: Porovnani vyhledavaca u genu MEFV v Homo sapiens

Internetovy vyhledavac Vyhledavac.m
Zacatky Konce Zacatky Konce
1390 1490 1861 2202
1655 1759 6889 6990
1892 2258
2263 2387
2404 2542
13201 13300

Gen MEFV je mnohem krat$i, nez predchozi dva geny, aby se ovéfila funkénost
programu i pii malych velikostech sekvenci. Program nalezl dva ostrivky, z nichz prvni
odpovida jednomu =z detekovanych u internetového vyhleddvace s malym rozdilem
n¢kolika desitek bazi.
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Obr. 31: MEFV u Pan troglodytes v programu Vyhledavac.m

Putative Islands

A00.20.40.60.81.01.2

0.2 0.4 0.8 0.8 1.0 1.2 1.4

Base Murmber (x10%

Obr. 32: MEFV u Pan troglodytes v internetovém vyhledavadi

Tabulka 11: Porovnani vyhledavaci u genu MEFV v Pan troglodytes

Internetovy vyhledavac Vyhledavac.m
Zacatky Konce Zacatky Konce
1600 1756 1856 2196
1869 2535 3955 4172

U Simpanze byly nalezeny pouze dva ostrivky v obou pouzitych vyhledavacich.
Jejich pozice se vzdjemné liSily, internetovy nalezl ostrivky mezi 1600 az 2535, oproti

vlastnimu programu, ktery detekoval ostrivky ve vétsim rozmezi, pozice posledniho je
4172.

Praheva hodnota [-]
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2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000
Délka sekvence [bp]

Obr. 33: MEFV u Bos taurus v programu Vyhledavac.m

18000
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Obr. 34: MEFV u Bos taurus v internetovém vyhledavaci

Tabulka 12: Porovnani vyhledavacd u genu MEFV v Bos taurus

Internetovy vyhledavac Vyhledavac.m
Zacatky Konce Zacatky Konce
2517 2626 2253 2354
17335 17494
17522 17679

Zde vytvoteny program nalezl jediny ostrivek, zatimco internetovy vyhledal tfi. Ani
jedna pozice vlastniho vyhleddvade nekoresponduje s detekovanymi v internetovém

vyhledéavaci.

Byl pouzit i gen MEFV Mus musculus, kde ale zadny ostriivek detekovan nebyl a to

jak v programu Vyhledavac.m ani v internetové aplikaci.

3.3 Shrnuti vysledkii analyzy

Jiz pti zbézném pohledu na dva vystupy dvou rtiznych programi je zietelné, ze se od
sebe urCitym zpusobem lisi. Ve vétSiné piipadi nalezl internetovy vyhledava¢ vice CpG
ostravkil, nez vytvoteny program. Casto se shoduji v po¢ateénich a koncovych oblastech,
zatimco stfedové oblasti jsou rtizné. Prestoze oba programy pracuji s vypoctem Obs/Exp
zaloZzenym na stejném principu (viz rovnice 1.), hlavni rozdil je v poctu detekovanych
ostravk, které jsou pro vypocet dilezité. Na obrazku 35 a 36 je vidét, jak velky rozdil je
v hodnotéch spocitanych Obs/Exp.
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Obr. 36: Obs/Exp v internetovéem vyhledavadi

Je patrné, ze hodnoty Obs/Exp je skoro dvojnasobné vétsi nez u vytvoreného

vyhledéavace. Z toho diivodu jsou vysledky uprostied sekvence rozdilné.
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4 ZAVER

Cilem bakalafské prace bylo vytvofit program pro vyhledavani CpG ostravki
v genomu eukaryotickych organismd. Poté pro zjisténi funkcnosti program porovnat

s volné ptistupnym vyhleddvacem CpG ostravkd.

Prace je rozdélena do dvou casti. Teoretické a praktické. Teoretickd ¢ast se vénuje
problematice DNA, jejimu sloZeni, struktufe, co jsou to baze, vysvétleni pojmu parovani
bazi, co znamena pojem genetickd informace a gen a jaké typy genu existuji. Podrobné je
rozebran genom, jakou roli hraji chromosomy a ¢ast je zamétena na lidsky a Simpanzi
genom. V zavéru teoretické prace je zatrazena dulezitd kapitola o CpG ostrliiveich, kde se

v genech nalézaji, ptivod ostrivkil a rozdil mezi CpG ostrivkem a CpG poor.

V praktické ¢asti bakalatské prace je uveden popis vytvofeného programu
Vyhledavac.m zpracovaného v programovém prostiedi MATLAB. Program umi nacist
sekvenci ve formatu FASTA, zpracovat ji a nalézt v ni CpG ostriivky. Ty vyhledava na
zékladé uzivatelem vloZenych podminek a to velikost okna, které se po sekvenci pohybuje,
minimalni velikost ostrivku, procentudlni zastoupeni dimertt CG a GC a hodnotu Obs/Exp.
Ty byly zvoleny proto, Ze bylo potieba otestovat funk¢énost programu s jinym podobnym,
zalozenym na stejné metod¢, vypoctu Obs/Exp. Vysledek programu je zaznamenam
v grafu, ktery ukazuje rozlozeni CpG ostrivku v délce celého genu. Dal$i moznosti
grafické interpretace ma uzivatel pomoci prohlizeni jednotlivych bazi v sekvenci, kde jsou
¢asti patfici do CpG ostritvku piebarveny na Cerveno. Uzivatel se miize pohybovat po
sekvenci bud’ pfimym zadanim rozsahu, ktery chce prohlizet nebo posouvanim pomoci
tlacitek o jeden, deset nebo sto nukleotidii dopfedu nebo dozadu po sekvenci. Nalezené

useky CpG ostravku lze ulozit do tabulkového souboru.

Posledni cast tvofi analyza CpG ostrivki. Pro patficné vyzkouSeni funkcnosti
programu, z databaze GenBank byly vybrany geny s velkym poc¢tem bazi a jeden s poctem
mensim. NejvySe se pocet pohyboval okolo 70000 bazi. Geny byly spole¢ny pro Ctyfi

organismy: Homo sapiens, Pan troglodytes, Bos taurus a Mus musculus.

Pro analyzu byl pouzit vytvofeny program a internetovy vyhleddvaé. Vstupni
parametry byly zvoleny pro oba vyhled4vace stejné, aby bylo porovnani objektivni. Jako
vystup zinternetového vyhleddvace bylo pouzito pouze rozlozeni CpG ostrivkl
v sekvenci, puvodné obsahuje grafy tfi, procentudlni zastoupeni CG par, hodnoty
Obs/Exp a rozlozeni CpG na sekvenci. Pouze pro srovnani hodnot vypoctu byly pouzity

grafy Obs/Exp obou programt v ramci zdtivodnéni riznosti nalezenych CpG ostrivkii.

41



Z vysledku analyzovanych sekvenci je na prvni pohled ziejmé, ze se vyhledédvace od
sebe 1i§i. Nejvice je to patrné napt. na sekvenci patiici Bos taurus genu PTPNI1, kde ma
internetovy vyhledava¢ nalezenych ostrivkli mnohem vice, nez vytvofeny program.
Ptestoze se vyhledavané casti liSily, byla jasnd podobnost sekvenci ¢lovéka a Simpanze.
Z evoluéniho hlediska je patrné, ze ¢loveék a Simpanz maji spolecného mnohem vice, jak
dokazuje 1 analyza CpG ostrivkl. Ve vlastnim programu je tato podobnost mnohem
zietelngj$i. Dalsi sekvence se od sebe rliznily v mnohonasobné vétsi mire, 1 kdyz nékteré

useky spole¢né mély.
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B UZIVATELSKY MANUAL

Program vyhledavac.m slouzi pro vyhledavani CpG ostrivkd v genomech

eukaryotickych organismii. Pouziva sekvence ve formatu FASTA a jeho vystupem je

grafické vykresleni CpG ostriivkd do grafu a je moznost ziskana data ulozit nebo prohliZet.

. Vyhledavac

Nacti FASTA soubor

Nazev souboru

Homo_sapiens_lglas1.fasta

Délka sekvence K

4198 £

c

3

— Vstupni parametry y

“«o

=

Wincow 100 'F:

o
ObsiExp 05
Min % CG 05
Length S0

>y
o
T

o
o
T

Vyhledava¢ CpG ostruvku

-
T

-

— Nalezené zadatky
a konce

>

881 990

1205 1308
& 1385 1786
2329 2424
2889 3068

0 li i L 1 1 L il 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
Délka sekvence [bp]

-100

4]

-10 -1 ‘ CCAGGGCAGAGTTACCCTCTGCTCCAGAGA ‘ +10

500

530

4000

Obr. 37: Uzivatelské prostfedi programu

1) Program vyhledavac.m spustte v programovém prosttedi MATLAB stiskem tlacitka

F5 nebo zelenou Sipkou v hornim ptikazovém panelu

2) Stiskem tlacitka Na&ti FASTA soubor se vyvola dialogové okno pro vybér sekvence

B vynledavac
B Select FASTA file
—— e
Nazev souboru < | g“;“:y‘
. Obraz
posledy | | Bog taurus fasta
navstivens ~
. Homo_sapiens.fasta
Diélka sekvence - | Mus_musculus fasts
_Pen troglodytes fasts
Plocha
— \stupni parametry g |
w=ul
Windaw i | Ky
1
ObsExp i ‘ Lk
‘ Po st
Whin % GO 0s | =
ot = | st Nazev soubons.  [Homo_sapiens - Crevi
Sovborytypu: [ (*fasta) = Stomo

Vyhledej CpG

Malezené zadatky
akonce

Obr. 38: Spravné nacteni sekvence
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3) Zkontrolujte, zda nacteni souboru probehlo spravné. Znamkou spravného nahrani je

vypsani nazvu sekvence a vypocitani jeji délky

4) Zadejte pozadované vstupni parametry pro analyzu. Jiz dopfedu jsou nastaveny

vychozi jako doporucené nastaveni. Hodnoty zaddvané do oken nesmi piekrocit urcitou

minimalni stanovenou hranici

a) Hodnota okna window nesmi byt mensi nez 100

b) Hodnota okna obs/Exp nesmi byt mensi nez 0.5

¢) Hodnota oknaMin % cG nesmi byt mensi nez 0.5

d) Hodnota okna L.ength nesmi byt mensi nez 50

5) Pro vyhledani CpG ostriavki stisknéte tlacitko vyhledej cpG

6) Pokud v sekvenci nebyl nalezen zadny ostriivek, program upozorni vyskakovaci

hlaskou

. Warning Dialog

o)

Menalezen 2adng uzek s CpG ostrivdky,

Lo )

Obr. 39: Dialogové okno pfi nenalezeni CpG ostravku

7) Pokud jsou ostrivky nalezeny, zapisi se do listboxu po pravé strané grafu, nacez se

soubé&zné zobrazi jejich rozlozeni na sekvenci v grafu.

2 T T T T T T T T
15F -
ry
2
=l
2 1t r — " - -
“m
3
=
=
o
05F a
ol | L 1 | | IR0 P — (T
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Délka sekvence [bp]

Obr. 40: Vykresleni grafu a zapsani pozic do listboxu

| Vyhledej CpG |

MNalezené zadétky
a konce

(881 980

(120€ 1306
(1385 1786
|2328 2424

\
2889 2068

8) Jestlize chcete vysledky dale zpracovavat, stisknéte tlacitko vloz. Po stisknuti se

objevi vyskakovaci okno s pfednastavenym ndzvem souboru vychazejici zndzvu

pouzité sekvence a moznost ulozit soubor ve formatu *.xls.
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9) Po stisknuti tladitka vykresli baze se zobrazi prvnich 30 bazi ze zadané sekvence.
Pokud se v daném misté nachazi CpG ostrivek budou baze piebarveny na ¢erveno. Pro
vybrani jiné ¢asti sekvence je mozno pouzit okna na zacatku a na konci panelu, kde 1ze
zadat vlastni zobrazeny rozsah, ale pouze v rozmezi tficeti nukleotidi. Nelze zadat
hodnoty, které presahuji délku sekvence (automatické nastaveni hodnot na poslednich
tficet bazi).

10) Pro posouvani se po vétSich rozmezich jsou po stranach panelu umistény tlacitka pro

posun sekvence o jeden, deset nebo sto bazi doptedu nebo dozadu.

+1

l—1ﬂ-ﬂll—1ﬂl[—1l CAGGGGCCCACCACAACGCCCAGCTAATTT +1DD]

2320 Vykresli baze 2350

Obr. 41: Zobrazeni nalezeného Useku

11) Ukonceni programu provedete stiskem Esc nebo kliknutim na kiizek v pravém hornim
rohu
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C VYVOJOVY DIAGRAM FUNKCE CPGCOUNT

- ———

. Vstup do funkce hledani |

g, o

. =

T L —2 1
\ naéteni vstupnich hodnot
\ Seq \
\ delka_okna \
\  percentage \
\  percentage_oe \
\ isllength \
\ \
L
min_islgap=30: %maximalni delka ignorovane mezery mezi ostruvky
delka_okenka=10: %delka okenka pro vyhodnocovani cpg
L = length(Seq):
Seq2(L)=0:

mapaC(L)=0. %vektor obsahujici zaznam pozic, na kterych je C nebo ¢
mapaG(L)=0; %vektor obsahujici zaznam pozic. na kterych je G nebo g
cpgisland(L)=0: %vektor pro tisk cpg ostruvku. 1=je ostuvek, 0=neni ostruvek
pocty(L)=0: %vektor prumeru nalezenych CpG v zadanem okne
obs_exp(L)=0. %vektor prumeru obs/exp v zadanem okne

okenko(delka_okenka)=0: %pomocna promenna pro vypocet prumemeho poctu C a G pri detekci cpg
cpgpozice(1,2)=0: %tabuly zacatku a koncu ostruvku. V prvnim sloupci jsou zacatky, ve druhem konce

4

Fori=1toL step 1 a vytvoreni seznamu pozic Ca G

Seqli) = 'A | Seq2(i)=0

]

Dekodovani znaku v zadane sekvenci na cisla

Seq2(i) = 0

l

| Seq2(i)=1: * | Seq2(i)=1;
mapaC(i)=1; mapaC(i)=1:
| 5 |
| Seq2(i) = 1; * | Seq2(i)=1:
mapaG(i)=1; mapaG(i}=1:
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l

L = length(Seq2); %delka nacteneha retezce
velka_pozice(L)=0;%vektor oznacujici jednickou nalezenou CG nebo GC

l

—= Fori=1to L-delka_okenka step 4 vypocet prumerneho vyskytu C a G v okne velikosti 10.
Pokud je prumer vetsi nez 0.7, pak jej oznaci za cpg prvek

¥
okenko=Seq2{i:i+9);

e

+
sum{okenko(:}}/10 > O.Q » velka_pozice(i)=1:
+
i<L-delka_okenka
— Fori=1to L step 1 vypocet pomeru nalezenych cpg na delku okna a pomer obs/exp
/l\ +
{// \\ Jpocty(ij=sum(mapaCii-end)+mapaG(i-end))/(L-i).

T 1> (Ldelka_okna) 3000 oxpli=(sumivelka_pozice(i-end))*(L-i))/{sum(mapaC(i-end))sum(mapaGii-end))):

¥

pocty(ij=sum(mapaC(i-i+delka_okna-1)+mapaG(i-i+delka_okna-1))/delka_okna:
obs_exp(ij=(sum(velka_pozice(i-i+delka_okna))*delka_okna)/(sum(mapaC(i-i+delka_okna))*sum{mapaG(i:i+delka_okna))).

i<L

v

pocty({end)=0.001. %vnuti pomer 0 na konec sekvence
obs_exp(end)=0.001: %vnuti pomer obs/exp 0 na konec sekvence
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pro prvni iteraci cyklu pokud je pomer cpg v okne nebo
pomer obs_exp vyssi nebo stejny jako zadany. zapise si
fori=1to L step 1 zacatek ostruvku S

Ol o \
"
/\ + "-// \\‘\ 1
S ~-\
< ifi== o = /Tpocty(i >= percentage && obs_exp(ij>=percentage_oe =
\-.\ //__K — sl
\\// \s\\ ////
3 \\\5 3 //
\\.. ’//
T cpgpozice(size(cpgpozice, 1)+1.1)=i;
/L pro ostatni iterace
o pokud je pomer cpg v ockne nebo pomer obs_exp
// L vyssi nebo stejny zadany a soucasne pokud
/ \‘\ jsou pomery v predchozi iteraci mensi nez
o g G : ~...._ zadana hranice, zapise si zacatek ostruvku
B if (pocty(i) >= percentage) && (obs_exp(i)> >
/ =percentage_oe)% pocty(i-1) < percentage && pocty(i) >=
\\ percentage) && (obs_expfi-1)<percentage_oe && il

.. 0obs_exp{i)>=percentage_oe) / x
\~\ = /
S
+
//\

if cpgpozice(end.2)~=0
& e
-

-

" & \\
~___if(cpgpozice(end.2)-cpgpozice(end 1)) >

—
—~—

\*\. e

cpgisland(cpgpozice(end.1).cpgpozice(end,2)}=0.
cpgpozice(end, =[]
%vynulovani ostruvku a vymazani zacatku a konce v pfipadé malé délky ostivku

Y

+ //\\

J,\ . W size(cpgpozicejPB

i 5\\
~=____if (cpgpozice(end,1)-cpgpozice(end-1.2)j<min_islgap =

=

cpgpozice(end.:)=[]:
cpgpozice(end.2)=0:
Smazani posledni mezery mezi ostrivky pro malou délku

if ({cpgpozice(end, 1)~=0)
&& (cpgpozice(end.2)~=0))
Il ({cpgpozice(end, 1)==0)

&& (cpgpozice(end.2)==0))

cpgpozice(size(cpgpozice. 1)+1.1)=i.%zapis pozici zacatku —
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nez zadany a soucasne pokud jsou pomery v
predchozi iteraci vyssi nebo stejne jako v predchozi
iteraci. zapise si zacatek ostruvku - nalezeni konce
ostruvku

if ((pocty(i-1) >= percentage && pocty(i) <
percentage) || (obs_exp(i-1)>
=percentage_oe && obs_exp(i)<
percentage_oe)) && cpgpozice(end.2)==0
&& cpgpozice(end.1)>0

2
e

<2 if (i-cpgpozice(end 1)) > isllength = -— &
e =

\_‘\r_ r*"

cpgisland{{cpgpozice(end 1))i)=1. %v promenne se vyznaci nalezeny ostruvek

cpgpozice(end 2)=i:%zapise se pozice konce
Pokud jesté nepfecel cely fetézec. vrati se zpét P e
na zatatek vyznacovani ostrivkd .
i=L

Kontrola délky l
posledniho ostrivk

u B e T
" B, S

L ——— TS +
-r::::: if ({cpgpozice(end.2)-cpgpozice(end. 1)) < isllength) && cpgpozice(end. 1)~=0 7=

e e
_—— e
o P

pokud je pomer cpg v okne nebo pomer obs_exp mensi

cpgisland(cpgpozice(end. 1):.cpgpozice(end 2)}=0;

J Y%vynulovani ostruvku

cpgpozice(1.:)=[]:%smazani prazdneho radku

start = cpgpozice(:,1); %vypsani "start” do hlavniho okna = seznam zacatku ostruvku
Y%evypsani seznamu zacatku

stop = cpgpozice(:.2); %vypsani “stop” do hlavniho okna = seznam koncu ostruvku
Y%vypsani seznamu koncu

- —

{  Konec funkce vyhledavani |

L e
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