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Abstrakt

Porovnavanie sekvencii je dolezitou sucastou bioinformatiky a kvoli neustalemu nérastu
mnoZstva genetickych dat je potrebné hladat nové spdsoby na presnejsie a efektivnejsie
porovnavanie. Vyber reprezentacie sekvencii DNA ma zasadny vplyv na vysledky po-
rovnavania. Zaujimavé moznosti prinasSa reprezentacia postupnosti pomocou hry cha-
osu, pretoze vyuziva grafické prostredie a dokaze transformovat postupnosti roznej
dlzky na obrazy alebo matice rovnakej velkosti. Preto sme navrhli a implementovali
komplexny systém na spracovanie, analyzu a porovnavanie postupnosti DNA s vyuZzi-
tim teodrie hry chaosu. Sekvencie st v systéme transformované do formy frekvenénych
matic a potom porovnavané na zaklade frekvencie k-mérov (podslov dizky k). V praci
sme otestovali a porovnali niekol'ko velkosti ¢isla k aj metrik vhodnych na porovnavanie
frekvenénych matic. Najlepsie vysledky sme dosiahli pouzitim Canberrskej a Jensen-
Shannon vzdialenosti a pri k£ = 8 alebo £ = 9. NaSe rieSenie sme vyhodnotili na réznych
datasetoch pomocou webovej aplikidcie AFproject. V porovnani s inymi metédami sme
najpresnejsie vysledky dosiahli na datasetoch obsahujicich mitochondridlne genémy

ryb a genoémy baktérii.

'tic¢ové slova: hra chaosu, porovnavanie postupnosti, DNA
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Abstract

Sequence comparison is an important part of bioinformatics and due to the constant
increase in the amount of genetic data, it is necessary to find new ways to make compa-
risons more accurate and efficient. The selection of DNA sequence representation has a
major impact on the comparison results. The chaos game representation of sequences
offers interesting possibilities, as it uses a graphical environment and can transform
sequences of different lengths into images or matrices of the same size. Therefore, we
have designed and implemented a comprehensive system for processing, analyzing and
comparing DNA sequences using chaos game theory. In the system, the sequences are
transformed into the form of frequency matrices and then compared based on the fre-
quency of k-mers (subwords of length k). In this work, we have tested and compared
several sizes of number k as well as metrics suitable for comparing frequency matrices.
We achieved the best results using the Canberra and Jensen-Shannon distances and
with k£ = 8 or k = 9. We evaluated our solution on different datasets using the web
application AFproject. Compared to other methods, we achieved the most accurate

results on datasets containing fish mitochondrial genomes and bacterial genomes.

Keywords: chaos game theory, sequence comparison, DNA
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Uvod

Gendém organizmu obsahuje vSetky jeho dedi¢né informacie, ktoré su zakoédované v
poradi nukleotidov v nukleovych kyselinach. V dobe pred zrodom genomiky existoval
jediny sposob kategorizacie organizmov - na zaklade morfologie, teda skiimania stavby
a tvarov ich tiel. Diverzita zivych organizmov je vSak nekone¢né a urcovanie ich pri-
buzenskych vztahov bolo v tom ¢ase velmi narocné. Po objaveni sekvenovania, Cize
urc¢ovania poradia nukleotidov, viaceré biologické studie ukazali, Ze toto poradie nie je
nahodné, ale je vysledkom dlhodobého procesu evolicie. Prave roznorodost genetickych
informacii prispieva k rozmanitosti organizmov Zijucich na nasej planéte [33]. Velky
prelom v oblasti sekvenovania nastal, ked sa vedcom po prvykrat podarilo osekveno-
vat cely Tudsky genom [3]. Sekvenovanie tak nadobudlo vyznam aj v oblasti mediciny
¢ farmacie. Odvtedy néklady na sekvenovanie neustale klesaji a mnozstvo ulozenych
genetickych dat exponencialne rastie [10].

HTadanie podobnosti medzi sekvenciami je esenciilne pre rozlustenie kodu dedic-
nych informécii. Bez porovnavania sekvencii nie je mozné urcit, ¢o ktory tsek nukle-
otidov znamena a ako by sa tato informécia dala prakticky vyuzit. Stcasné metody
porovnavania su zaloZzené bud zarovnavani sekvencii, ¢o je vypoctovo naroc¢né, alebo
vyuzivaju rozne matematické koncepty a st preto rychlejsie, no menej presné. Inova-
tivny pristup k porovnéavaniu sekvencii moze priniest pouzitie metdd, ktoré vytvéaraju
grafické reprezentacie sekvencii. Medzi ne patri aj reprezentacia pomocou hry chaosu.

Primarnym cielom tejto bakalarskej prace je vytvorenie systému na porovnavanie
DNA sekvencii s vyuzitim poznatkov z teorie hry chaosu. Pre tiito pracu sme sa rozhodli
najmé z dévodu, Ze pokroky v tejto oblasti mozu priniest zlepSenie kvality Zivota [udi
a zaroven nové vedecké objavy, o ktoré prejavujeme velky zaujem. Praca obsahuje
mnozstvo informéacii potrebnych k pochopeniu témy, opis rozhodnuti pocas procesu
navrhu a implementécie praktickej casti a aj vSetky dosiahnuté vysledky po porovnani
naSej prace z hladiska presnosti s inymi metédami bez zarovnania. V nasledujucich

bodoch poskytujeme prehlad kapitol prace:
e V kapitole 1 uvadzame dolezité pojmy a poznatky z oblasti bioinformatiky.

e Kapitola 2 poskytuje informécie ohladom teodrie hry chaosu a réznych spoésobov

reprezentacie sekvencii.



Uvod

V kapitole 3 sme rozobrali moznosti ziskania genetickych dat, problémy a mozné

rieSenie spojené s porovnavanim metod navzajom.

Kapitola 4 obsahuje hlavny ciel naSej prace, zoznam vsetkych krokov, ktoré bolo

potrebné vykonat na jeho dosiahnutie, a opis funkcii systému.

V kapitole 5 sa dokladne venujeme névrhu rieSenia, napriklad sposobu spracova-
nia vstupnych suborov, vyberu vhodnej reprezentacie sekvencii DNA, metrik ¢i

datasetov.

Kapitola 6 vysvetluje najzaujimavejsie detaily z procesu implementécie a obsa-

huje aj ukazky kodu ¢i priklady vystupov.

V kapitole 7 st zhrnuté vysledky nasej prace pre vSetky vybrané datové mnoziny.



Kapitola 1

Vychodiska

Zijeme v ére, v ktorej je skimanie genetickych informaécii jednoduchsie nez kedykol'vek
predtym, ¢o umoznuje postupné odkryvanie tajomstiev zivota. Bioinformatika je in-
terdisciplinarna veda, ktoré analyzuje data ziskané biologickymi metédami s pomocou
pocitacovej vedy a matematiky [33]. Vyvoj efektivnych algoritmov v tejto oblasti prispel
k dosiahnutiu novych vedeckych objavov aj identifikdcii mnohych klinickych aplikacii.
Umoznil napriklad rozvoj farmakogenetiky, odboru, ktory sa zaobera navrhom liecby
Sitej na konkrétneho pacienta. Hlbkova analyza DNA sekvencii zas viedla k ur¢eniu
korelacie medzi ur¢itymi génmi a vznikom ochoreni [14]. Okrem uplatnenia v biome-
dicine je skiimanie genetickych informécii esencialne pre fylogenetiku, ktora mapuje
evoluéné vztahy medzi zivymi organizmami. Evolucné vztahy je mozné vizualizovat

konstrukciou fylogenetickych stromov [9].

Nositelom genetickej informécie organizmov st nukleové kyseliny, ku ktorym za-
radujeme ribonukleovi kyselinu (RNA) a deoxyribonukleovi kyselinu (DNA). Mo-
nomérna jednotka DNA, deoxyribonukleotid, obsahuje fosfatovi zlozku, sacharidova
zlozku a dusikatu bazu — adenin (A), guanin (G), cytozin (C) alebo tymin (T). DNA
sa sklada z 2 polynukleotidovych retazcov, ktoré st spojené vodikovou vizbou na prin-
cipe komplementarity tak, ze adenin sa vzdy nachédza oproti tyminu a guanin oproti
cytozinu, ako mozeme vidiet na obrazku 1.1. Pri zapise DNA je preto potrebné uviest
explicitne iba poradie nukleotidov nachédzajucich sa v jednom z vlakien. RNA sa sklada
iba z jedného retazca a namiesto tyminu obsahuje uracil (U). Gén charakterizujeme
ako urcity usek na retazci DNA, teda poradie nukleotidov, ktoré koduje jednu vlastnost

organizmu.

Porovnavanie sekvencii je disciplina, ktora je od zrodu bioinformatiky v centre po-
zornosti mnohych vedcov. Kvoli neustdlemu narastu mnozstva genetickych dat je po-
trebné hladat stéle nové a nové metody na rychlejsie a presnejSie porovnévanie. Pre
dokladné porozumenie témy porovnavania postupnosti v tejto kapitole uvadzame pod-

statné poznatky ohladom genémov organizmov 1.1, sekvenovania DNA 1.2, formétov
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—= = Adenine
=1 = Thymine
=1 = Cytosine

3 = Guanine

:l = Phosphate

backbone

Obr. 1.1: Model DNA ilustrujtci princip komplementarity. Adenin sa nachadza oproti

tyminu a guanin oproti cytozinu [15].

siborov pouzivanych v bioinformatike 1.3 a existujucich metédach na porovnévanie

postupnosti 1.4.

1.1 Charakteristika genému

Genom organizmu obsahuje jeho dedi¢né informaécie, ktoré st zakédované v DNA. Vel -
kost genému je Specifickd pre druh, napriklad velkost genému baktérie Escherichia
coli, vyznamného modelového organizmu, je 4 miliony parov znakov, zatial ¢o Iudsky
genom sa sklada z priblizne 3,2 miliardy parov znakov [10]. Genémy dvoch jedincov
rovnakého druhu typicky obsahujt enormné mnozstvo rovnakych ¢ podobnych tsekov,
pricom u l'udi je viac ako 99 percent znakov zhodnych. Priblizne 3 percenta béazovych
parov v Tudskom genéme koduje proteiny, komplexné molekuly esencidlne pre regula-
ciu vSetkych biologickych funkcii. Zvysnych 97 percent sa nazyva nekodujica DNA a
je asociovand s regulaciou génovej expresie. Triplet, poradie troch dusikatych béz, je
zékladné jednotka informécie potrebna pri syntéze proteinov [10].

Vyznamné c¢ast DNA sekvencii sa v genéme opakuje. Gendém moze obsahovat kratke
unikatne sekvencie zopakované niekolkokrat za sebou, viacero kopii jedného génu alebo
duplicity velkych génovych zhlukov ¢ dokonca celych chromozomov. Typicky je aj frek-
ventovany vyskyt palindromov. Repetitivnost a iné charakteristické vlastnosti su ¢asto
narusené ndhodnymi mutéciami, ako priklad mozeme uviest deléciu (stratu jedného
nukleotidu), inzerciu (vsunutie nového nukleotidu) a substiticiu (nahradenie nukle-
otidu) [10].



1.2. SEKVENOVANIE DNA )

1.2 Sekvenovanie DNA

Sekvenovanie DNA je proces urcenia poradia nukleotidov. Vysledné sekvencie st zapi-
sané do databaz a nasledne je mozné ich skumat a porovnéavat. Vzhladom na neustaly
progres v bioinformatickych metédach a znizujice sa finanéné naklady na sekvenovanie
objem dat v genomickych databazach kazdy rok exponencialne rastie [10], ¢o vyvolava
obavy suvisiace s ukladanim, prenosom a vyhladavanim tudajov [11].

Moderné technologie sekvenovania sthrnne nazyvame sekvenovanie novej generacie
(NGS). Hlavnym rozdielom medzi starsimi technologiami a NGS je pritomnost kvality
béz |26], teda informécie o pravdepodobnosti ich nespravneho urcenia. Velmi rozsirené
je momentalne nanopérové sekvenovanie, technolégia tretej generacie. Zariadenia od
Oxford Nanopore Technologies (ONT) st zaloZené na merani i6nového prudu popri
tom, ako ¢asti DNA prechadzaju cez proteinovy por [25]. Dusikaté bazy st identifiko-
vané podla toho, na aka dlhu dobu sa zastavi tok ionov pri prechode nukleotidu cez por.
Vyuzitie ONT zariadeni mé viacero vyhod, st prenosné, umoznuju rychle spracovanie
vzoriek DNA a zobrazenie vysledkov v redlnom c¢ase. Vicsina existujicich algoritmov
na spracovanie genomickych dat bola vytvorena pre kratke sekvencie (v rozsahu stoviek
béaz) a za predpokladu, Ze dojde k malej chybovosti pri sekvenovani. Nanopérovym sek-
venovanim sa daju ziskat ovela dlhsie sekvencie (az v rozsahu stoviek tisic baz) na ukor
pomerne castého vyskytu chyb. Miera chybovosti v8ak v poslednych rokoch dramaticky
klesla a pohybuje sa na urovni okolo pat percent [20].

V zZivych bunkach st genetické informécie zapisané v postupnosti monomérov spo-
jenych do dlhych linearnych molekal DNA. Aby sme s nimi mohli pracovat, musime
ich previest do digitalnej podoby [7]. Vysledkom sekvenovania genému je niekol'ko sek-
vencii, nazyvanych ¢itania (sequencing reads). Z informatického hladiska su to retazce
zlozené zo znakov A, G, C a T (3|, reprezentujucich dusikaté bazy. Nespracované ¢ita-
nia st ulozené v textovych stiboroch zaloZenych na kodovacom systéme znakov ASCII
alebo EASCII (extended ASCII) [2]. Tento format oznacujeme ako surové data a nie
je vhodny na ich dlhodobé ulozenie [7].

Kedze su ¢itania vystupom biochemickych a vypoctovych metod, neda sa zarucit
ich presnost. DNA moéze byt kontaminovana aj pri manipulacii alebo obsahovat nukle-
ové kyseliny patogénnych druhov. Reprezentovanie sekvencii preto vyzaduje schopnost

modelovat heterogénne, dynamické, netplné a nedokonalé informacie [28].

1.3 Formaty stborov

Ak chceme pracovat s celym genémom, musime ho najskor zostavit z jednotlivych ¢i-
tani. Geném sa postupne konstruuje na zaklade prekryvania ¢itani a tento nérocny

proces vyZzaduje aj spatnu korekciu chyb [36]. Zostaveny geném sa déa zobrazit pomo-
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>NC_012920.1 Homo sapiens mitochondrion, complete genome

GATCACAGGTCTATCACCCTATTAACCACTCACGGGAGCTCTCCATGCATTTGGTATTTTCGTCTGGGGG
GTATGCACGCGATAGCATTGCGAGACGCTGGAGCCGGAGCACCCTATGTCGCAGTATCTGTCTTTGATTC
CTGCCTCATCCTATTATTTATCGCACCTACGTTCAATATTACAGGCGAACATACTTACTAAAGTGTGTTA
ATTAATTAATGCTTGTAGGACATAATAATAACAATTGAATGTCTGCACAGCCACTTTCCACACAGACATC
ATAACAAAAAATTTCCACCAAACCCCCCCTCCCCCGCTTCTGGCCACAGCACTTAAACACATCTCTGCCA

Obr. 1.2: Cast stboru vo formate FASTA. Hlavicku tvorf jeden riadok zacinajaci sym-

bolom > a zvysné riadky obsahuju uloZenu sekvenciu [22].

cou Standardnych textovych siborov. Existuju vSak Specidlne textové forméty, prispo-
sobené na genetické data. Spravidla je v nich informécia logicky rozdelena na hlavicku
a telo, kde hlavicka obsahuje identifikator, popis alebo druhovu $pecifikaciu a telo
samotnil sekvenciu ¢ jej kodovanie. V jednom stubore sa moze nachadzat aj viacero

vhodne oddelenych sekvencii. Medzi najznamejsie forméaty patria [24, 25]:

e FASTA - jeden z najstarsich a najjednoduchsich formatov pouzivanych v bioinfor-
matike, vyuziva jednopismenové kody pre zapis nukleotidov alebo aminokyselin
stanovené Medzinédrodnou tniou pre ¢istt a aplikovanta chémiu (IUPAC), priklad

sa nachadza na obrazku 1.2,

e FASTQ - forméat sekvenovania novej generacie, ktory obsahuje rozsirenie formatu
FASTA o kvality baz,

e SAM - forméat sekvenovania novej generacie, sluziaci na ukladanie DNA sekvencii

zarovnanych k referenc¢nej sekvencii,

e BAM - binarna podoba formatu SAM podporujica indexaciu pre rychly ndhodny
pristup,

e FASTS5 - format sekvenovania pomocou ONT zariadeni.

1.4 Porovnavanie postupnosti

Hladanie podobnosti, respektive rozdielnosti nukleotidovych sekvencii, je jednym zo
zakladnych problémov bioinformatiky. Pri skimani genetickych dat mozeme zistit, ze
st identické, podobné alebo tuplne rozdielne. Ak sa miera podobnosti stanovi na aspon
30%, porovnavané sekvencie sa povazuju za homologické. Homologia dvoch sekvencii
indikuje, Ze organizmy, od ktorych boli sekvencie ziskané, maju spolo¢ného predka v
evolu¢nom vyvoji [33].

7 informacii uvedenych v podkapitole 1.1 vyplyva, Ze aplikicia vseobecnych texto-

vych algoritmov porovnavania na genetické data bude vo vécsine pripadov neefektivna,
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Obr. 1.3: Priklad zarovnania dvoch sekvencii s réznou dlzkou tak, aby pod sebou boli
¢o najcCastejsie rovnaké béazy. Na obrazku je vyznaena zhoda baz (match), nezhoda

béz (mismatch) aj vlozena medzera (gap) [17].

pretoze nevyuziva Specifické vlastnosti DNA sekvencii. Stc¢asné metdédy porovnavania
sa daju rozdelit do dvoch hlavnych skupin na zaklade toho, ¢ pouzivaju alebo ne-
pouzivaju zarovnanie porovnavanych sekvencii [9]. Oba pristupy maji svoje vyhody a

nevyhody, ktoré uvidzame v podcastiach 1.4.1 a 1.4.2.

1.4.1 Metbédy so zarovnanim

Programy zalozené na tychto metdédach sekvencie najskor zarovnaji a az nasledne
hl'adajia mieru zhody [36].

Prvym krokom je ¢astokrat netrividlne zarovnanie sekvencii. Sekvencie sa zapisu
pod seba, na kazdom riadku sa teda nachadza prave jedna sekvencia a bazy na rov-
nakej pozicii lezia priamo pod sebou. V pripade, Ze sekvencie nie st rovnako dlhé,
medzi jednotlivé bazy sa vpisu pomlcky. Skupiny za sebou idicich pomlé¢iek nazyvame
medzery. Vkladanie medzier prebieha tak, aby pod sebou boli ¢o najcastejsie rovnaké
bazy a zarovenn sa minimalizoval pocet medzier [3]. Druhym krokom je vypocitanie
podobnosti na zaklade bodovacieho systému. Na kazdej pozicii uré¢ime podobnost baz
a celkova hodnota podobnosti sekvencii je potom siicet podobnosti na jednotlivych
poziciach |7].

Ak dochéadza k zarovnaniu celych sekvencii, hovorime o globalnom zarovnéavani. Lo-
kalne zarovnavanie je naopak proces, pri ktorom sa najskor vyhladavaja podobné casti
sekvencii a iba tie sa nasledne zarovnéavaju a analyzuju [3|. Najjednoduchsie je zarov-
navanie dvoch sekvencii. Priklad mézeme vidiet na obrazku 1.3. V tomto priklade doslo
k zarovnaniu sekvencii roznej dlzky, preto je do druhej sekvencie vpisana medzera. V
pripade, Zze chceme porovnat viac ako dve sekvencie, musime vykonat takzvané viac-
nasobné zarovnanie [3], ktoré je vypoctovo velmi narocné.

Metody so zarovnanim st vo vSeobecnosti presnejSie, maju vSak vicsiu ¢asovu a
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Obr. 1.4: Proces porovnania 2 sekvencii pomocou pocitania frekvencie k-mérov pre
k =3 [36].

pamétovu zlozitost. Po¢et moznych zarovnani sa rapidne zvySuje s po¢tom zarovnava-
nych sekvencii a ich dlzkou. Zarovnanie sekvencii v niektorych pripadoch ovplyviiuja
aj predpoklady o vztahoch medzi nimi a uz malé zmeny vo vstupnych parametroch
mozu vyrazne ovplyvnit vysledok [36]. Optiméalne algoritmy zarovnavania sekvencii
st implementované najméa pomocou dynamického programovania, ktoré maximalizuje
mieru podobnosti sekvencii [32]. Neexistuje konsenzus, ktory by definoval univerzalny
bodovaci systém, zarovnanie aj samotny vysledok porovnavania sa teda moze vyrazne

1i8it na zéklade zvoleného bodovacieho systému pre dant metodu [36].

1.4.2 Metbédy bez zarovnania

Metody bez zarovnania st pomerne roznorodé a mozeme ich definovat ako akykol'vek
postup porovnavania sekvencii, pri ktorom nedochédza k vytvoreniu zarovnania medzi
sekvenciami ani ich ¢astami pocas celého behu programu. Vznikli ako prirodzena al-
ternativa k metédam so zarovnanim, ktoré st v niektorych pripadoch tak vypoctovo
narocné, ze sa nedaji pouzit.

Metody bez zarovnania vyuzivaju predovSetkym matematické koncepty, hlavne Sta-
tistiku a principy z oblasti linearnej algebry [36]. Ak sa sekvencie DNA namapuju do

vektorovych priestorov, ich analyzovanie je mozné vykonévat efektivnejsie [31]. V sucas-
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nosti st najpouzivanejsie pristupy zalozené na pocitani frekvencie k-mérov [35]. K-mér
je bioinformatické oznacenie pre podslovo dlzky k nachadzajice sa v sekvencii. Idea
tejto metody spociva v tom, Ze podobné sekvencie zdielaju podobné subsekvencie. Po-
stup porovnania dvoch sekvencii pomocou pocitania frekvencie k-mérov pre k = 3 je
zobrazeny na obrazku 1.4. Najskor sa sekvencie rozdelia na podslova rovnakej dizky.
Nasledne sa vytvori mnozina podslov zo vSetkych porovnavanych sekvencii a pre kazdua
sekvenciu sa vytvori vektor obsahujici pocty tychto subsekvencii v danej sekvencii.
Nakoniec sa vypocita miera odlisSnosti vektorov pomocou zvolenej metriky, ako napri-
klad euklidovskej vzdialenosti. Samotné porovnanie vektorov tak prebieha v lineArnom
case. Vyssie c¢islo indikuje vac¢siu mieru rozdielnosti. Pre identické sekvencie bude teda
vysledné vzdialenost rovna 0 [36].

K metodam bez zarovnania zaradujeme aj principy vyuZivajtce tedriu informécii,
Fourierovu transformaciu ¢i systém iterovanych funkeif [35]. Inovativny pristup k po-
rovnavaniu sekvencii prinieslo pouzitie metdd, ktoré vytvaraju grafické reprezentacie
sekvencii. Existuje niekol'ko sposobov, ako vizualizovat genetické data. Jednym z nich je
reprezentacia pomocou hry chaosu, ktora podrobne opisujeme v nasledujicej kapitole.

Najvacsou vyhodou metdd bez zarovnania je ich rychlost. Z toho dévodu st schopné
porovnavat aj celé genémy organizmov. NavySe su omnoho odolnejSie vo¢i ndhodnym
mutaciam ¢ chybam vzniknutych pocas sekvenovania [31]. Na zaklade tychto atributov
st metody bez zarovnania idedlne pre analyzovanie dlhych sekvencii ziskanych pomocou
NGS [36]. Pri pouziti tychto metod sa v8ak casto strati poradie symbolov alebo podslov

sekvencie, ¢o ma za nasledok mensiu presnost oproti metédam so zarovnanim [31].
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Kapitola 2

Teoéria hry chaosu

Vyber reprezentacie genetickych dat ma zasadny vplyv na schopnost extrahovat z nich

potrebné informéacie. V pripade spracovania DNA sekvencie sa snazime vytvorit abs-

trakciu, ktora zachytava dolezité vlastnosti povodného polynukleotidového retazca [8|.

Jednou z moznosti je reprezentécia sekvencii pomocou poznatkov z teérie hry chaosu.

V tejto kapitole preto uvadzame zakladné informéacie o hre chaosu 2.1, sposoby repre-

zentacie sekvencii, menovite reprezentaciu pomocou hry chaosu 2.2 a reprezentaciu v

podobe frekvenénych matic 2.3, a existujice aplikacie tedrie hry chaosu 2.4.

2.1 Hra chaosu

V nasledujicich bodoch opisujeme hru chaosu [12] s vyuzitim papiera a pera, postup

sa déa jednoducho algoritmizovat a spustit na pocitaci:

1.

Na papieri vytvorime 3 body tak, aby nelezali v jednej linii. Oznac¢ime ich A, B

a C' a budeme ich nazyvat vrcholy.

Zvolime si néstroj na generovanie nahodnych ¢isel, napriklad obycajnu hraciu
kocku. Vrcholu A priradime ¢isla 1 a 2, vrcholu B ¢isla 3 a 4, vrcholu C' ¢isla 5
a 6.

. Vytvorime jeden inicialny bod niekde na ploche papiera.

. Hodime kockou. Ak padlo ¢islo 1 alebo 2, zvoleny je vrchol A. Na papier zaznacime

novy bod do stredu medzi inicidlnym bodom a vrcholom A. Ak padlo iné ¢islo,

postupujeme analogicky pre vrchol reprezentovany danym ¢islom.

Pokracujeme v hadzani kockou, po kazdom hode zaznacime novy bod do stredu

medzi poslednym zaznacenym bodom a zvolenym vrcholom.

Intuitivne by sa dalo ocakavat, ze vysledny obrézok bude chaoticky. Novy bod

vznika na ndhodnom mieste, jeho pozicia je uréend hodom kocky a poslednym, tiez

11



12 KAPITOLA 2. TEORIA HRY CHAOSU

Obr. 2.1: Vysledok hry chaosu pri troch (vlavo) a styroch (vpravo) vrcholoch. Fraktal

vlavo sa nazyva Sierpinského trojuholnik [1].

nédhodne vzniknutym bodom. Opak je vSak pravdou. Po dostatoénom pocte iteracii
(niekol'ko stoviek az tisicov) sa pred nami zjavi fraktalny utvar, nazyvany Sierpinského
trojuholnik podla polského matematika, ktory ho v roku 1915 popisal. Body A, B a
C' predstavuju vrcholy tohto trojuholnika. Sierpinského trojuholnik je zobrazeny vlavo
na obrazku 2.1. Fraktaly mozeme charakterizovat ako na prvy pohlad komplikované
geometrické objekty, ktoré vznikaji pomerne jednoduchou rekurzivnou funkciou a za-
roven st 8kalovo invariantné (sebapodobné) [16]. Formalne je objekt sebapodobny, ak
jeho Cast s prislusnou zmenou mierky ma rovnaky tvar ako celkovy objekt [12]|. Ne-
formalne to znamend, ze pri skdlovani si zachovava svoju charakteristicky vzor, pri
pribliZzeni ¢i oddialeni stale pozorujeme opakujici sa motiv a jednotlivé casti ttvaru
st si navzajom podobné. V pripade, Ze sa inicidlny bod nachéddza mimo trojuholnika
ABC, niekolko dalsich bodov sa moze taktiez nachédzat mimo tohto trojuholnika,
nema to ale vplyv na celkovy vysledok.

Hra chaosu sa da spustit aj s inym poc¢tom vrcholov, roznym skilovacim faktorom
a nie je limitovana len na 2-dimenzionalny priestor. Napriklad pri 4 vrcholoch v 2D
priestore v8ak vysledkom nie je zaujimavy fraktal, ale Stvorec rovnomerne vyplneny
bodmi bez akejkol'vek struktiry [12], ako mézeme vidiet na obrazku 2.1 vpravo.

Matematicky mozeme hru chaosu opisat systémom iterovanych funkeii (IFS). IFS
sa sklada z mnoziny linearnych rovnic, na zaklade ktorych sa rataji stradnice nového
bodu. V sucasnosti sa pouziva najmé kompaktna notacia |1, 16| uvedené v rovnici (2.1)

Pl = Pijfl + sf(‘/;{l - Pijfl)v (2-1)

(2

kde
j je pocet dimenzii priestoru,

¢ je poradové ¢islo bodu,
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Obr. 2.2: Tlustracia CGR algoritmu pri Styroch vrcholoch oznacenych A, C, G a T
podla dusikatych baz nachadzajucich sa v DNA sekvencidch a rozdelenie Stvorca v

dosledku itera¢ného procesu [16].

Py st suradnice inicialneho bodu,

V7 st stradnice i-té¢ho zvoleného vrcholu,

sf je skalovaci faktor.

2.2 Reprezentacia pomocou hry chaosu

Ako to suvisi s bioinformatikou? H. Joel Jeffrey sa vo svojej praci z roku 1990 "Chaos
game representation of gene structure"|[12] inspiroval teériou hry chaosu a rozhodol sa
ju aplikovat na genetické data. KedZe nukleové kyseliny sa zapisuju ako retazce 4 znakov
dusikatych baz, vrcholy jednotkového $tvorca oznagcil pismenami A, C', G a T (pre DNA
sekvencie) alebo A, C, G a U (pre RNA sekvencie). Kazdy vrchol teda reprezentoval
jeden mozny nukleotid. Inicidlny bod umiestnil do stredu stvorca. Namiesto ndhodného
generovania ¢isel postupne prechadzal zvolenti sekvenciu a pre kazdu bézu vygeneroval
novy bod medzi naposledy zaznacenym bodom a vrcholom prislusnej bazy. Vytvoril
tak graficka reprezentaciu danej sekvencie. Na rozdiel od nadhodného generovania ¢isel
sa pri prechadzani sekvencii zacali vytvarat fraktélne obrazce. Ilustricia pouzitého
algoritmu sa nachadza na obrazku 2.2 vlavo. Vysledok spracovania sekvencie pomocou
tejto metddy dostal nazov "Chaos game representation" (CGR).

Vo vyskume Jeffrey aplikoval algoritmus CGR na genetické informacie roznych dru-
hov organizmov, od najjednoduchsich virusov a baktérii az po komplexnejSie mnoho-
bunkovce. Zatial ¢o napriklad u bezstavovcov pozoroval takmer rovnomerné rozdelenie
bodov bez zjavnej Struktary, u stavoveov sa mu naskytol pohl'ad na opakujuci sa vzor,
jasne viditelny aj volnym okom. Iné typy vzorov sa zas vyskytovali v zobrazeniach
nukleovych kyselin rastlin, plesni, ¢i niektorych virusov. To ho priviedlo k myslienke,

ze podobnost sekvencii je mozné urcit na zaklade skiimania tychto vzorov. Zaujimavé
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Obr. 2.3: Ilustracia FCGR algoritmu pre k = 3 [16].

je, ze algoritmus aplikoval aj na bezny anglicky text, konkrétne na svoje prace. Algo-
ritmus postupne prechédzal text a zobrazoval len pismena A, C, G a T (respektive U),
ostatné ignoroval. Na zobrazeni takychto textov bola taktiez vidiet urc¢ita Struktira,
ktora navyse nebola podobna ziadnym vzorom z genetickych informécii organizmov.
Vizualizacia s vyuzitim CGR odhalila dovtedy nezname struktary nukleovym ky-
selin a umoznila skiimanie globalnych aj lokdlnych vzorov v sekvenciach. Ako je v8ak
mozné, ze pri spracovani sekvencii sa objavili fraktalne obrazce? Prave odchylka od
rovnomerného rozdelenia zvolenych vrcholov sposobi vznik urcitej Struktary [1] a po-

tvrdzuje tym, Ze usporiadanie nukleotidov v genetickych postupnostiach nie je ndhodné.

2.3 Reprezentacia v podobe frekvenénych matic

Jednotkovy stvorec ACGT moézeme rozdelit na 4 kvadranty tak, ze kazdy kvadrant
prislicha jednej z dusikatych baz, ktoré tvoria Struktiru DNA. Ako algoritmus CGR
postupne prechadza sekvenciou, pre kazda bazu vygeneruje bod, ktory vieme charak-
terizovat jeho x-ovou a y-ovou suradnicou. Tento bod sa urcite nachédza v kvadrante
prislusnej bazy vzhladom na fakt, Ze je zakresleny v polovici cesty od nejakého bodu
v ramci Stvorca ACGT k jej vrcholu [12]. Tterativne sa priestor kazdého kvadrantu da
opat rozdelit, ako mozeme vidiet na obrazku 2.2 vpravo. Napriklad kvadrant T sa dalej
deli na AT, CT, GT a TT.

Bod zodpovedajtci sekvencii dlzky k sa tak v nachadza v stvorci sa s dlzkou 27*.
Tuto vlastnost vieme vyuzit pri skiimani frekvencie k-mérov. Ak chceme zobrazit frek-
vencie subsekvencii dlzky k, staci rozdelit priestor povodného CGR zobrazenia na sief
zlozent z 28 x 2F Stvorcov a spoéitat podet bodov v jednotlivych stvorcoch [13]. Vy-
sledkom tohoto procesu je frekvencéné matica vSetkych k-mérov, ktora sa da dalej
vizualizovat pomocou grayscale. Tmavsi odtienn priradeny $tvorcu indikuje vacsiu frek-
venciu prislusnej subsekvencie. Takato reprezentéicia genetickych dat dostala nézov
"Frequency matrix chaos game representation" (FCGR). Ilustracia FCGR algoritmu sa

nachadza na obrazku 2.3.
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Obr. 2.4: Zhrnutie procesu pouzitia teérie hry chaosu za ucelom vytvorenia reprezen-

tacii sekvencii, ktoré sa daju pouzit ako vstupné data pre bioinformatické analyzy [16].

2.4 Aplikacie teérie hry chaosu

Teoéria hry chaosu mé v bioinformatike viacero moznych aplikacii. Hlavnym vyuzitim
je uz spominané porovnavanie postupnosti bez potreby zarovnania, nakolko zobrazenie
pomocou CGR a FCGR je mozné vytvorit zo sekvencie lubovolnej dizky. Pri pouziti
tychto metod sa poradie symbolov tplne strati [1] a nie je relevantné pre porovna-
nie sekvencii. Netrividlnou ¢astou vyuzitia CGR a FCGR je zvolenie sposobu, akym sa
vizuélne alebo numerické reprezentécie sekvencii porovnaji. Spésoby porovnania repre-
zentécii je mozné rozdelit na 2 zakladné kategorie: bud sa priamo porovnaju suradnice
bodov v CGR alebo sa analyzuju frekvencie k-mérov (pre rozne ¢isla k) podobne ako
pri inych metodach bez zarovnania [13|. Ak maja sekvencie graficki podobu, vieme
na ne aplikovat existujice metddy spracovania obrazkov, nie je vSak l'ahké interpreto-
vat vizualizacie bez predchadzajucich znalosti CGR a navySe moze dojst ku stratovej
kompresii pri ich ukladani a prenose [16]. Metody zalozené na CGR a FCGR si vo
vSeobecnosti vedia poradit aj s vypo¢tovo naro¢nymi tlohami, ako porovnanie celych
genémov, a teda nasli uplatnenie najméa vo fylogenetickej analyze. Pri genémoch fy-
logeneticky blizkych organizmov sa pomocou CGR daju ziskat aj cenné informécie
o moznych inzerciach, deléciach a substituciach [13] a pozorovat tak evolu¢ny pro-
ces. FCGR sa pouziva aj na skiimanie ¢asto sa opakujucich subsekvencii, respektive
vygenerovanie Uplne absentujucich subsekvencii [16], ¢o méze mat velky vyznam pre

identifikaciu génov sposobujicich niektoré ochorenia.

Tu vsak moznosti aplikicie tedrie hry chaosu nekoncia. Za posledné obdobie rapidne
narastlo vyuzitie umelej inteligencie, najmé strojového ucenia, vo vSetkych odvetviach
a bioinformatika nie je vynimkou. Mnohé techniky, ako napriklad umelé neurénové
siete, vSak vyzaduju vopred stanovenu velkost vstupu. CGR a FCGR je mozné pouzit

na predspracovanie DNA sekvencif s roznou dlzkou tak, aby vytvorili vstupné data s
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identickou velkostou. Metody zalozené na CGR a FCGR sa daju upravit a pouZit aj
na iné genetické informéacie, napriklad pri vyuziti 20 vrcholov takto vieme vizualizo-
vat proteiny na zéklade aminokyselin, z ktorych sa skladaja. S vyuzitim Huffmanovho
kodovania sa CGR d& uplatnit aj v kompresii genomickych dat vzhladom na pozo-
ruhodnid moznost rekonstrukcie sekvencie pri zapamétani stiradnic posledného bodu.
Okrem toho existuji algoritmy na Sifrovanie genetickych informacii zalozené na CGR
[16]. Zhrnutie procesu pouzitia tedrie hry chaosu v bioinformatike, nédjdeme na obrazku
2.4.

Napriek tomu, Ze tieto metody povodne vznikli pre bioinformatiku, st aplikovatelné
aj na posidenie kvality ndhodného generatora cisel v pocitacovych systémoch. Pri
ndhodnom a rovnomernom rozdeleni vygenerovanych ¢isel sa totizto nezobrazi Zziaden
viditelny vzor. Uplatnenie teorie hry chaosu sa dalej skiimalo pri analyze hudby [19]

a zvukovych signélov [4], identifikicii autorstva [30] ¢ v ekonomike [6].



Kapitola 3

Vyhodnocovanie porovnavacich

algoritmov

Dolezitou sucastou vyvoja porovnavacich algoritmov je aj testovanie a prezentovanie
vysledkov. Parametre sluziace na ich vyhodnocovanie st najmé presnost porovnania,
Casova a pamétova zlozitost. Na postdenie kvality navrhnutej metoédy porovnavania
postupnosti je nutné ju otestovat na redlnych datach. V tejto kapitole preto opisujeme
moznosti ziskania genetickych dat 3.1. Okrem toho spominame aj problémy spojené
s porovnavanim metéd navzajom 3.2 a webovu aplikidciu na porovnévanie metdéd AF-

project 3.3.

3.1 Dostupnost genetickych dat

Ako sme uz naznacili v kapitole 1, genetické data sa ukladaju do rozsiahlych data-
baz. DNA, RNA a proteinové sekvencie, ktoré v tychto databazach najdeme, casto
pochadzaji z gendmovych projektov alebo vedeckych préac. Niektoré vedecké ¢asopisy
vyslovene vyzaduji, aby sekvencie spominané v publikovanych pracach boli ulozené vo
verejne dostupnej databaze [14]. Genetické data od roznych druhov organizmov je tak
mozné vyhladat a stiahnut priamo z webovej stranky niektorej z databaz.

Mnohé velké databazové projekty funguju vdaka medzinarodnej spolupraci. Ako
priklad mozeme uviest International Nucleotide Sequence Database Collaboration
(INSDC) [22], ktora zdruzila GenBank spravovant Narodnym centrom pre biotechno-
logické informécie (NCBI) v Spojenych statoch, DNA Data Bank Japonska (DDBJ)
a Europsky Nukleotidovy Archiv (ENA). Databazy pod INSDC st synchronizované a
pristup k datam je bezplatny a neobmedzeny. Nové genetické data z celého sveta st tak
k dispozicii. V databézach najdeme Siroké spektrum nespracovanych ¢itani, zostave-
nych genémov, referenc¢nych sekvencii, mnozstvo dopliujtcich informécii k jednotlivym

vzorkam, ale aj nastroje na ich analyzu.
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Pre vyskumy v oblasti mediciny je velmi dolezita dostupnost sekvencii pochédza-
jucich od Tudi s dopliiujucimi informéaciami ako Zivotosprava daného ¢loveka. Pri zve-
rejhovani takychto déat je nutné mysliet aj na eticky aspekt. UK Biobank je zdrojom az
500 000 T'udskych genémov, skimanych napriklad pri hfadani pri¢in vzniku rakoviny
[5]. St zverejnené tak, aby z nich nebolo mozné identifikovat konkrétne osoby. Vzhla-
dom na povahu dat sa vSak na ziskanie pristupu treba registrovat a vSetky informaécie

sa smu vyuzit len na medicinsky vyskum vo verejnom zaujme.

3.2 Problémy s porovnavanim metod

Momentélne existuje okolo 100 réznych metodd, ktoré nevyuzivaju zarovnanie [36]. Pre
vyskumnych pracovnikov méze byt nérocné zorientovat sa v takej kvantite dostup-
nych softvérov a vybrat si najvhodnejsi pre konkrétny vyskum. To vedie k potrebe
objektivneho posudenia ich kvality s cielom zistit, ktoré z nich dokézu rychlo vyge-
nerovat presné vysledky. Pri publikovani metod sa vécSinou uvadza nejaké porovnanie
s inymi pracami, casto sa vSak nejedna o komplexnejsie zhodnotenie vSetkych dote-
rajsich pristupov. NavySe testovanie prebieha len na malej vzorke dat vyselektovanej
priamo autorom metddy. gpeciﬁcky vyber datasetov moze viest ku skreslenym vysled-
kom. Ak v ¢lanku prezentujucom metdédu nie je publikovany odkaz na zdrojovy kod,
nie je taktiez mozné nezavisle overit vysledky.

Porovnévanie vykonnosti bioinformatickych softvérov len z publikécii nie je usku-
tonitelné, pretoze autori pouZivaju nekonzistentné hodnotiace stratégie [35]. Okrem
toho sa préace testuju na roéznych genetickych datach, ktoré sa lisia napriklad velkos-
tou datasetu, dlzkou jednotlivych sekvencii ¢ roéznorodostou organizmov, od ktorych
sekvencie pochadzaji. NezanedbateInym faktorom je aj volba zariadenia, na ktorom
sa softvér spusta. Absencia nestranného porovnévania metdéd tak moéze byt hlavnym

problémom, preco napriek ich pocetnosti nie st ¢astokrat vyuzivané v praxi.

3.3 AFproject

Moznostou porovnavania metod sa blizSie zaoberal kolektiv autorov na cele s An-
drzejom Zielezinskim v praci "Benchmarking of alignment-free sequence comparison
methods"[35]. V rozsiahlej studii vyhodnocovali 24 réznych softvérov a dohromady
vykonali 1 020 493 359 porovnani sekvencii. Nakoniec zostavili katalog otestovanych
metod so zverejnenymi zdrojovymi kédmi, ktory umoziuje jednoduchsi vyber a pri-
stup k efektivnym bioinformatickym softvérom. Zaujimavym zistenim bolo, Ze ziadna
z metod nedosiahla najlepsi vysledok pri vsetkych datasetoch.

Vysledkom tejto iniciativy je aj bezplatna webova aplikicia AFproject [34] pre
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standardizované hodnotenie metod, ktora je dostupnéa pre verejnost a mdzeme ju najst
na webovej adrese https://afproject.org/app/. Podla autorov je vybavena inte-
raktivnym rozhranim tak, aby bola jednoduché pre pouZivatela, a poskytla rychly a
nestranny nastroj na porovnanie met6d navzajom. Sluzba bola vytvorena priméarne pre
metody bez pouZitia zarovnania (AF je inicidlovou skratkou pre alignment-free), no je
vSeobecne aplikovatelna aj na metody vyuZivajice zarovnanie. Motivaciou pre vytvo-
renie tohto projektu bol nedostatok jasne definovaného konsenzu o porovnavani metod.
AFproject umoziuje developerom preskimat vykonnost vlastnej metody pre zvolené
typy idajov a oblasti vyskumu a objektivne ju porovnat so sic¢asnymi najmodernejsimi
nastrojmi, ¢im sa urychluje vyvoj novych, presnejsich rieseni.

Otestovanie vlastnej metdédy s pomocou AFproject-u prebieha v styroch krokoch.
Prvym krokom je stiahnutie testovacich dat, ktoré st priamo dostupné vo webovej
aplikacii. Data st rozdelené do 12 datasetov a 5 kategorii na zaklade oblasti vyskumu.
Prehlad tychto datasetov uvadzame v tabulke 3.1.

Druhym krokom je vypocitanie podobnosti sekvencii vlastnou metédou. Vstupom
do programu su postupnosti zo zvoleného datasetu vo formate FASTA. Vystup z prog-
ramu musi obsahovat porovnanie kazdej dvojice sekvencii. Najjednoduchsim z akcepto-
vanych formatov je Tap-Separated Value Format (TSV), teda stbor s troma stipcami
oddelenymi tabulatorom, ktoré obsahuju identifikdtory dvoch porovnévanych postup-
nosti a vysledok porovnania. Dalsim je Phylip Distance Matrix (PDM), matica obsa-
hujaca vysledky porovnania. Pre niektoré datasety je akceptovany aj format Newick
Tree, kde st identifikdtory sekvencie usporiadané do fylogenetického stromu.

Tretim krokom je nahranie vysledkov v niektorom z akceptovanych formétov cez
formular, kde treba uviest aj zdkladné informacie o vlastnej metode, konkrétne nazov
metody a jej parametre. Nepovinne moze autor uviest aj opis metddy ¢i odkaz na
webovu stranku svojho projektu.

V stvrtom kroku prebehne automatické vyhodnotenie metédy. Nahrané vysledky
z vlastnej metody sa porovnaju s referenénymi datami pomocou metriky $pecifickej
pre prislusni kategoriu datasetu. f)alej prebehne porovnanie s inymi uverejnenymi
metdédami. Autor dostane zhodnocujicu spravu a taktiez vizualizaciu dosiahnutych
vysledkov, pri véicsine datasetov vo forme fylogenetického stromu. Nakoniec sa moze

rozhodnut, ¢ spravu zverejni alebo ju ponecha ako sikromni.
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Tabulka 3.1: Prehl'ad vSetkych datasetov dostupnych na stiahnutie vo webovej aplikacii
AFproject [34].

Nazov datasetu

Oblast vyskumu

Typ sekvencii

Cis-regulatory modules

Regula¢né sekvencie

nekodujiuca DNA

(CRM)
Low sequence identity Klasifikacia proteinovych ;
. protein
(< 40%) sekvencii
High sequence indentiy Klasifikacia proteinovych )
. protein
(> 40%) sekvencii
) Inferovanie génovych
SwissTree protein
stromov
29 E.coli/Shigella strains | Fylogenetika nezostavené Citania
29 E.coli/Shigella strains | Fylogenetika cely genoém
25 fish mitochondrial _ . )
Fylogenetika mitochondridlny geném
genomes
14 plant species Fylogenetika nezostavené Citania
14 plant species Fylogenetika cely genoém

27 E.coli/Shigella strains

Horizontalny prenos

genetickej informacie

cely genom

8 Yersinia species

Horizontalny prenos

genetickej informaécie

cely genoém

33 simulated genomes

Horizontalny prenos

genetickej informacie

cely umelo vytvoreny

genodm




Kapitola 4
Ciele prace

Hlavnym cielom na8ej prace bolo aplikovat teoriu hry chaosu na hladanie podobnosti
velkych genomickych postupnosti a porovnat ju z hl'adiska presnosti s inymi metédami

bez zarovnania. Na dosiahnutie tohto cielu bolo potrebné vykonat nasledovné kroky:

e Prestudovat teoriu hry chaosu a dolezité poznatky z oblasti bioinformatiky:.
e Navrhnut sposob spracovania formatov siiborov, v ktorych si sekvencie ulozené.

e Vytvorit vizualne aj numerické reprezentacie sekvencii na zaklade teérie hry cha-

osu.
e Vybrat reprezentaciu sekvencii vhodnii na presné a rychle porovnavanie.

e Navrhnut, pomocou ktorych metrik bude mozné reprezenticie sekvencii porov-

navat.
e Vybrat si datové mnoziny.
e Vyhodnotit presnost nasej metody na vybranych datovych mnozinach.

e Vyskusat, ako sa lisi porovnanie celych gendémov alebo len ich ¢asti.

V podkapitole 4.1 uvadzame funkcie, ktoré by vysledny systém na spracovanie,

analyzu a porovnavanie postupnosti mal obsahovat.

4.1 Funkcie systému

Aby sa dalo s genetickymi datami pracovat, systém bude schopny spracovat formét
siboru FASTA, rozdelit ulozené informécie na hlavicku a telo obsahujtice sekvenciu.
Systém bude taktiez schopny spracovat format siboru multi-FASTA obsahujtci nie-

kolko nezostavenych ¢itani.
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Pouzivatel si pomocou systému bude vediet vytvorit numericku aj vizualnu repre-
zentaciu sekvencie DNA pomocou hry chaosu. Vizualnu CGR si bude moct zobrazit
aj priblizit, aby videl detailnejsiu struktiru sekvencie. Dalej si pouzivatel bude vediet
vytvorit numerickd aj vizualnu verziu frekven¢nej matice pre sekvenciu DNA a zadané
¢islo k (dizka k-mérov). Vizualnu FCGR si bude opif moct zobrazit a pre vietky k-méry
zmapovat, v akom mnoZstve sa vyskytli v sekvencii. Pouzivatel bude moct jednoducho
zistit, ktory k-mér sa v sekvencii vyskytol najmenej a ktory najviac ¢asto. Pre bliz-
Siu analyzu je dolezita aj schopnost systému vygenerovat zoznam k-mérov, ktoré sa v
sekvencii vobec nevyskytli. VSetky reprezentacie sekvencie DNA bude mozné ulozit vo
vhodnom formate.

Podstatnou funkciou systému bude vykonanie porovnania dvoch sekvencii v po-
dobe frekvenénych matic. Pouzivatel si bude moct vybrat z piatich metrik, ktorymi
sa frekvencné matice daju porovnat. Na zaklade zadanej cesty do niektorého priecinka
bude systém vediet vytvorit reprezentacie pre vSetky sekvencie DNA z daného prie-
¢inka. Pouzivatel si tak pomocou systému bude vediet vytvorit reprezentécie sekvencii
celého datasetu a automaticky vykonat porovnanie vSetkych péarov sekvencii z daného
datasetu. Pouzivatel si bude moct zistit, ktoré dve sekvencie z datasetu sa podobaju
najviac a ktoré najmenej, popripade zistit mieru podobnosti dvoch vybranych sekven-

cii. Vysledky porovnania sa budi dat ulozit vo vhodnom formate.



Kapitola 5
Navrh rieSenia

V tejto kapitole podrobne opisujeme navrhnuté riesenie, konkrétne ako sme sa rozhodli
spracovat vstupné subory 5.1, aké reprezentacie sekvencii dokaze systém vytvorit 5.2,
ktoru reprezentaciu sekvencii DNA sme vyuzili na porovnavanie 5.3 a pomocou ktorych
metrik je mozné reprezentacie sekvencii porovnat 5.4, aké datové mnoziny sme si vybrali
5.5 a ako sme nasu pracu vyhodnotili 5.6. Zaroven v podkapitole 5.7 opisujeme navrh
experimentu, v ktorom sme preskimali, ako sa 1isi porovnanie celych genémov alebo
len ich c¢asti. Navrh je doplneny o UML class diagram 5.1, ktory znazornuje triedy

pouzité v celom systéme spolu s ich metédami a vztahmi medzi nimi.

5.1 Spracovanie vstupnych stborov

V naSej praci sme sa rozhodli zamerat na bioinformaticky formét siborov FASTA,
kedZe ide o jeden z najpouZivanejsich formatov. Zaroven je jeho spracovanie pomerne
jednoduché. Hlavicku vzdy tvori jeden riadok zac¢inajuci symbolom > a zvysné riadky
obsahuju ulozeni sekvenciu. V pripade formatu multi-FASTA, v ktorom st ulozené
viaceré sekvencie, je spracovanie o ¢osi zlozitejsie. Kazda sekvencia ma pridelent vlastnu
jednoriadkovu hlavicku a za iou moZe nasledovat Tubovolny pocet riadkov obsahujicich
postupnost symbolov prislusnej sekvencie. Format multi-FASTA teda obsahuje akoby
viacero zretazenych suborov FASTA.

V datasete "29 E.coli/Shigella strains" (nezostavené ¢itania), ktory blizsie opisujeme
v podkapitole 5.5, st vo formate multi-FASTA uloZené nezostavené ¢itania. V jednom
stibore st vzdy nezostavené ¢itania z genoému jedného organizmu. Aby sme v nasej praci
mohli porovnévat aj nezostavené genémy, navrhli sme nasledovny sposob spracovania
vstupnych suborov. Systém najskor precita data ulozené v siitbore. Prvy riadok povazuje
za hlavicku a vSetky ostatné riadky, ktoré nie st prazdne a nezac¢inaja symbolom >,
povazuje za symboly sekvencie. V takomto pripade vie systém spracovat format FASTA

aj multi-FASTA bez toho, aby musel pouZivatel Specifikovat, o ktory typ ide.
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id iy
header fegr
sequence <<use>> <<use>>
length < __init__(representation, k)
cgr numerical_fcgr(cgr, k) P E—

visual_fcgr()
__init__(path) min_kmer()
numerical_cgr() max_kmer()
visual_cgr() kmer_count(kmer)

str_ () generate_absent()

save() _str__()

save()
representations <<use>> matrices

dl

__init__(path) <<US€>>| injt_ (dataset_cgr, k)
number_of_files
ko e id_1
metric id_2
ids distance
comparisons
__init__(dataset_fcgr, metric) Ko———oro e
normalize()
mln_d|§tance() __init__(matrix_1, matrix_2, metric)
max_distance() str_ ()
d!stance(id_l,_id_Z) :eq:(other)
distance_matrix() " It_(other)
generate_TSV()
generate_PDM()

Obr. 5.1: UML class diagram pre navrhnuty systém.
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5.2 Reprezentacia sekvencii

V hornej casti UML class diagramu 5.1 sa nachadzajua triedy, ktorych inStancie zastu-
puju jednotlivé sekvencie - bud vo forme reprezentéacie pomocou hry chaosu alebo jej
nésledné spracovanie do frekvenc¢nej matice.

Parametrom konstruktora triedy Chaos Game Representation je cesta k neja-
kému siiboru. Systém skontroluje, ¢i ide o stibor vo formate FASTA, teda ¢i ma priponu
.fasta. Subor spracuje tak, ako sme opisali v podkapitole 5.1, hlavicku ulozi do atri-
butu header, postupnost symbolov sekvencie do atributu sequence, dizku sekvencie do
atributu length a nazov siboru (bez pripony) do atribatu id. Dalej sa zavola metoda
numerical _cgr(), ktorda vytvori CGR sekvencie. Pouzivatel si numericku reprezentéa-
ciu moze nechat vypisat alebo ulozit do textového stuboru metédou save(). Pomocou
metody visual _cgr() sa da vytvorit vizualna reprezentacia sekvencie.

Celkovo existuje 24 moznosti, ako sa daju pridelit dusikaté bézy k vrcholom jed-
notkového Stvorca. Ak vsak chceme reprezentécie vyuzit na porovnanie sekvencii na-
vzajom, je potrebné, aby sa usporiadanie zhodovalo pre vSetky porovnavané sekvencie.

Pri ndvrhu nasej prace sme zvolili nasledovné hodnoty:

e adeninu je prideleny vrchol so siradnicami [0.0, 1.0],
e cytozinu je prideleny vrchol so stradnicami [0.0, 0.0],
e guaninu je prideleny vrchol so stradnicami [1.0, 0.0],

e tyminu je prideleny vrchol so stradnicami [1.0, 1.0].

Na vytvorenie inStancie triedy Frequency Matriz Representation je potrebna
jedna instancia triedy C'haos Game__Representation a celé ¢islo k. Konstruktor za-
vola metodu numerical _ fegr() a vyslednu frekvenéntu maticu ulozi do atributu fegr.
Zaroven si zapaméita aj ¢islo k a id sekvencie. Pomocou metod mazx_kmer(),
min__kmer() a kmer _count(kmer) je mozné zistit, ktory k-mér sa v sekvencii vyskytol
najmenej a ktory najviac ¢asto a aky je v sekvencii vyskyt konkrétneho k-méru. Me-
toda generate _absent() sluzi na vygenerovanie zoznamu k-mérov, ktora sa v sekvencii
vobec nevyskytli. Pouzivatel si numericka reprezentaciu moéze nechat vypisat alebo
ulozit do textového suboru metédou save(). Pomocou metody visual fegr() sa da
vytvorit vizualizacia frekvencnej matice. Cim viicsie je &fslo k, tym st vacSie paméatove
naroky. Velkost frekvencnej matice je 2% x 2%,

Pre jednoduché sktimanie sekvencii v ramci nejakého datasetu sme navrhli dve
triedy. Trieda Dataset CGR slazi na reprezentéciu datasetu pomocou hry chaosu.
Konstruktor tejto triedy dostane cestu do nejakého priec¢inka, na zéklade tejto cesty

vytvori instancie triedy C'haos _Game__Representation pre vsetky FASTA sibory,
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ktoré sa v nom nachadzaju, a ulozi ich do pola representations. Instancia triedy
Dataset  CGR a nejaké celé Cislo k sa daju dalej pouzit ako argumenty do kon-
Struktora triedy Dataset  FCGR, ktory z kazdej reprezentécie vytvori inStakciu triedy

Frequency Matrix__Representation a uloZi ich do pola matrices.

5.3 Porovnanie sekvencii

Aby bolo porovnavanie ¢o najpresnejsie, rozhodli sme sa zvolit numericki reprezentaciu
DNA sekvencii. Frekvenéné matice maju tu vyhodu, Ze sekvencie su spracované na data
rovnakej velkosti. Prave preto sme si vybrali tito podobu reprezentovania sekvencii na,
ich porovnéavanie.

Prvym krokom bolo umoZznenie porovnania dvoch frekvenénych matic. Ako je mozné
vidiet na UML class diagrame 5.1, konstruktor triedy Pairwise Comparison mé za
parametre dva objekty triedy Frequency Matrix _Representation a funkciu metriky.
Vyhodnotenie podobnosti sa ulozi do atribitu distance a instancia si zapaméata aj id-
¢ka stborov obsahujuicich sekvencie. Instancie triedy Pairwise Comparison sa daja
navzajom porovnavat (porovna sa hodnota distance) a je mozné spravit vypis obsahu-
juaci id-¢ka a hodnotu vzdialenosti.

Aby bolo jednoduché vyhodnotit cely dataset, je mozné vytvorit inStanciu triedy
Dataset _Comparison. Vstupnymi parametrami st instancia triedy Dataset FCGR
a funkcia zvolenej metriky. Po zavolani konstruktora sa automaticky vytvoria instan-
cie triedy Pairwise Comparison pre kazda dvojicu sekvencii z datasetu. InStancia
triedy Dataset Comparison si zapaméata pocet siborov v datasete, pouzitu metriku,
¢islo k aj id-cka siborov, ¢o je dolezité neskor pre vytvorenie suborov s vysledkami.
Vsetky vysledky st normalizované a je mozné ich zapisat do dvoch typov stiborov
metodami generate_ TSV () pre format Tap-Separated Value a generate PDM() pre
format Phylip distance matrix. Pomocou metéd maz _distance(), min_distance() a
distance(id_1,id_2) je mozné zistit, ktoré dve sekvencie z datasetu sa podobaji naj-
viac a ktoré najmenej, popripade zistit mieru podobnosti dvoch vybranych sekvencii.

Pocet porovnani, ktoré je potrebné vykonat pre vyhodnotenie datasetu s n sibormi,

sa da vypocitat pomocou rovnice (5.1)

n(n—1)
—

Klacom k tomu, aby sme dosiahli presné vysledky, bol vyber vhodnej metriky.

p= (5.1)

Predpokladali sme, Ze vysledky sa budu lisit aj na zaklade zvolenej dizky k-mérov. Na
datasete s najkratsimi celogenémovymi postupnostami sme najskor otestovali rozne
metriky a rozne hodnoty pre vstupné ¢islo k. Kombinacie, ktoré viedli k najlepsim

vysledkom, sme neskor vyuzili na vyhodnotenie zvysnych datasetov.
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5.4 Vyber metrik

Vyber metriky, pomocou ktorej sa porovnévaji reprezentécie sekvencii, ma zésadny
vplyv na konecény vysledok. KedZe na reprezentaciu sekvencii sme vybrali frekvenéné
matice, mohli sme zvolit metriky pouzivané na ratanie miery rozdielnosti dvoch vekto-
rov. V tejto podkapitole uvadzame, ktoré metriky sme sa rozhodli vyuzit v nasej praci
[27]. Vo v8etkych rovniciach ¢islo n predstavuje pocet prvkov vektorov p a gq.

Euklidovska vzdialenost

Euklidovské vzdialenost je jedna z najpouzivanejsich metrik. Jej vypocet pre dva vek-

tory p a ¢ uvadzame v rovnici (5.2):
deuc p, Z - Qz (52)
=1

Manhattanska vzdialenost

Manhattanska vzdialenost, nazyvana aj city block alebo taxicab, je dalSsou znamou

metrikou. Rovnica (5.3) vyjadruje jej vypocet:
man pa Z ’pl - Qz . (53)

Canberrska vzdialenost

Canberrska vzdialenost je vahovanou verziou manhattanskej vzdialenosti. Vypocitame

ju pomocou rovnice (5.4):

Pi — 4
dcan (pa Q) = Z g

(5.4)
i=1 i + |l

Kosinusova vzdialenost

Dalsou zvolenou metrikou je kosinusova vzdialenost a rovnica (5.5) na jej vypocitanie

je:

Z Pigi
q
dcos (p; Q> =1~ b = (55>

Hp||2 HqHQ lz pz lz ql

Poslednou a zaroven najzlozitejSou metrikou, ktorti sme sa rozhodli vyuzit, je Jensen-

Jensen-Shannon vzdialenost

Shannon vzdialenost. Ratame ju pomocou rovnice (5.6), kde m je vektor obsahujuici
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priemery prvkov vektorov p a ¢ na rovnakej pozicii (5.7) a D je Kullbackova—Leiblerova

divergencia (5.8):

djs (p,q) = \/D(p H m);D(q | m), (5.6)
m= 3+, 5.7

D(P | Q) =X Ple) tox (-G 59

reX

5.5 Vyber datovych mnozin

Datasety sme prevzali z webovej aplikacie AFproject [34]. Ich vyber prebiehal tak, aby

sa 1isili:

e typom organizmov, od ktorych sekvencie pochadzaji: baktérie, rastliny aj zivo-

C¢ichy,

e typom sekvencii: nezostavené ¢itania, mitochondrialny geném, cely geném, simu-

lovany genoém,
e poctom stborov: od 8 do 203,

e priemernym poc¢tom znakov na jednu sekvenciu v datasete: od nezostavenych

¢itani dlzky 150 po genémy so stovkami milionov nukleotidov.

Kedze sekvencie v jednotlivych datasetoch pochédzaju od evoluéne blizkych orga-
nizmov, ich dlzky st podobné. Vybrané datasety st uréené pre dve oblasti vyskumu,
Fylogenetika a Horizontalny prenos genetickej informécie. Opisujeme ich v podcastiach
5.5.1 a 5.5.2. Na oznacovanie datasetov v praci sme pouzili ich nézvy, v pripade dvoji-
ce datasetov "29 E.coli/Shigella strains" aj to, ¢ ide o nezostavené ¢itania alebo celé

genomy.

5.5.1 Fylogenetika

Fylogenetika mapuje evoluéné vztahy medzi zivymi organizmami [9]. Skuma, ako sa
genetické informéacie dedia. Takyto prenos génov nazyvame aj vertikalny. Na skiima-
nie fylogenetickych vztahov je potrebné porovnavat velké genomické postupnosti, tato
oblast teda zodpoveda hlavnému cielu nasej prace.

Podrobny prehlad vybranych datasetov z oblasti vyskumu Fylogenetika uvadzame

v tabulke 5.1. Jeden dataset obsahuje aj nezostavené ¢itania vo forméte multi-FASTA.
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Tabulka 5.1: Podrobny prehlad datasetov z oblasti vyskumu Fylogenetika [34].

i . . . Priemerny
Nazov datasetu Typ sekvencii Pocet suborov .
pocet znakov

29 E.coli/Shigella

) nezostavené ¢itania 203 150 na 1 ¢itanie
strains
29 E.coli/Shigella .

) cely genom 29 5 miliénov
strains
25 fish mitochondrial | mitochondridlny .

) 25 16 tisic

genomes genom
14 plant species cely genom 29 350 milionov

Tabulka 5.2: Podrobny prehlad datasetov z oblasti vyskumu Horizontélny prenos ge-

netickej informéacie [34].

i . . i Priemerny
Nazov datasetu Typ sekvencii Pocet stiborov .
pocet znakov
8 Yersinia species cely genom 8 4,6 miliona
33 simulated cely umelo vytvoreny o
. 165 2 miliony
genomes genom

Stibory obsahujiice nezostavené ¢itania st rozdelené do 7 skupin podla hibky sekvend-

ného pokrytia, preto je pri nahravani vysledkov potrebné odovzdat az 7 stiborov.

5.5.2 Horizontalny prenos genetickej informéacie

Horizontalny prenos genetickej informéacie znamené, ze doslo k odovzdaniu genetického
materidlu inak ako z rodic¢ov na potomkov. Tento proces pozorujeme najmé u bak-
térii, ktoré sa tak adaptuji na nové podmienky a stéavaji sa napriklad rezistentnymi
voci antibiotikdm [29]. Urcenie fylogenetickych vztahov moze byt v takomto pripade
naro¢nejsie, preto sme sa rozhodli otestovat nasu metédu aj na datasetoch pre tuto
oblast.

Podrobny prehlad vybranych datasetov z oblasti vyskumu Horizontalny prenos ge-
netickej informacie uvadzame v tabulke 5.2. Zaujimavym je najmé dataset "33 simula-
ted genomes" obsahujici umelo vytvorené genomické postupnosti pomocou simulatora.
Simulécie st rozdelené do 5 skupin podla rozsahu horizontélneho prenosu, preto je pri

nahrévani vysledkov potrebné odovzdat az 5 stuborov.
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5.6 Vyhodnotenie metody

Aby sme nasu metddu vedeli vyhodnotit ¢o najpresnejsie a najobjektivnejsie, rozhodli
sme sa vyuzit webovi aplikiaciu AFproject [34]. Vdaka tomu sme ziskali aj zhodno-
cujlce spravy porovnavajice nasu pracu s inymi a taktiez vizualizacie dosiahnutych
vysledkov vo forme fylogenetickych stromov. Na zapis vysledkov porovnania vsetkych
parov sekvencii z datasetu sme zvolili formaty suborov Tap-Separated Value a Phy-
lip distance matrix, aby boli kompatibilné s rozhranim AFprojectu. Tieto formaty su
navyse prehladné a l'ahko pochopitelné.

Na vsetkych vybranych datasetoch sa nasa praca porovnavala s referenénymi datami
pomocou Robinson—Fouldsovej vzdialenosti, ktord sa pouziva na vypocet podobnosti
medzi fylogenetickymi stromami [23|. Kazda zhodnocujica sprava obsahovala rebricek
zverejnenych metod usporiadanych podla tspeSnosti, v tomto pripade miery zhody s
referenénym fylogenetickym stromom. Ta sa uvadza aj vo forme normalizovanej Ro-
binson—Fouldsovej vzdialenosti (nRF), aby bol lepsie vidiet rozdiel medzi jednotlivymi

metodami.

5.7 Navrh experimentu s modifikovanymi datasetmi

Metody bez zarovnania st vo vSeobecnosti podstatne rychlejsie ako tie so zarovnanim.
Pri dlhych genémoch s milionmi znakov to vSak stale moze znamenat, Ze vypocet po-
dobnosti bude prebiehat niekolko mintt ¢ pri rozsiahlych datasetoch dokonca niekol'ko
hodin.

Pouzitim metoéd, ktoré su zalozené na teoérii hry chaosu, sa poradie symbolov ¢i
podslov v sekvencii nezohladnuje. Pre vysledok je skor relevantné, ako presne dokézeme
zachytit globalne a lokalne vzory. Vyznamna cCast kratSich postupnosti sa v genéme
opakuje, ¢o je v tomto pripade dolezity faktor. To nés priviedlo k myslienke, ¢i je mozné
presne porovnavat velké genomické postupnosti tak, Zze v skutocnosti porovname iba
ich casti.

Navrhnuty experiment sme vykonali na modifikovanych verziach datasetu "8 Yer-
sinia species". Vytvorili sme si Styri kopie tohto datasetu a stubory sme upravili, aby
obsahovali iba prvych 10%, 25%, 50% a 75% znakov z celého genomu. S vyuzitim kom-
bindcie metriky a ¢isla k, ktora sa ukézala ako najpresnejsia na pévodnom datasete,
sme potom spravili parové porovnanie vsetkych sekvencii v modifikovanych datasetoch

a vysledky sme nahrali do webovej aplikacie AFproject.



Kapitola 6
Implementacia

Pre nasu pracu sme si vybrali programovaci jazyk Python, kedZe ide o jeden z najpou-
Zivanejsich programovacich jazykov v bioinformatike. V tejto kapitole vysvetlujeme
najdolezitejSie a najzaujimavejsie detaily z procesu implementécie, medzi ktoré pat-
ria pouzité kniznice 6.1, opis algoritmov na vytvorenie reprezentacii sekvencii DNA
6.2 a informacie ohladom vystupnych siborov 6.3. Kapitola obsahuje aj ukazky kodu
¢ priklady vystupov z nasej prace. Kompletny zdrojovy kod, modifikované datasety,
subory s vysledkami a stibor requirements.txt st zverejnené v on-line repozitari na ad-
rese https://github.com/saraguzi/chaos_game_theory. Dalsie datasety, ktoré sme

vyuzili v praci, si dostupné na stiahnutie vo webovej aplikacii AFproject [34].

6.1 Pouzité kniznice

V na8ej praci sme vyuzili viacero pythonovskych kniznic, ktoré nielen sprehladnili nas
kod, ale umoznili aj rychlejSie vypocty. Zoznam pouzitych kniznic sme vygenerovali

pomocou modulu pipregs a nachadza sa v stubore requirements.txt.

NumPy

KniZnica NumPy (Numerical Python) 21| poskytuje rozne matematické operacie, pri-
marne pre vypoc¢ty s N-dimenzionalnymi polami, ale napriklad aj na ratanie Statistik ¢i
aplikovanie Fourierovej transformécie. Stala sa uz akymsi Standardom pri pisani prog-
ramov, ktoré vyzivajia vektory. Kedze jadro tejto kniZnice tvori optimalizovany kod v
jazyku C, vypocty st podstatne rychlejsie, ako pri pouziti funkcii naprogramovanych
priamo v jazyku Python. My sme ttto kniznicu vyuzili na vytvorenie numerickych re-
prezentacii sekvencii DNA, definovani konstant, ktoré priraduju vrcholy jednotlivym
dusikatym bazam, a vytvorenie matice vzdialenosti potrebnej pre zapis vysledkov vo

formate Phylip distance matrix.
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Chaos game representation of NC 011169

A} g T RIS Ep
Tr B R e

ey 1o PN I AR
Rt g -*'#_ ¥ - St 2{5156_. % e

R oy TN,

3 %

T EY

Obr. 6.1: Vizuélna reprezentacia sekvencie rybieho mitochondrialneho genému od je-

dinca druhu Ptychochromoides katria pomocu hry chaosu.

Frequency matrix representation of NC_ 011169 Frequency matrix representation of NC_ 011169
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Obr. 6.2: Vizualizacia frekvencénych matic sekvencie rybieho mitochondrialneho genému

od jedinca druhu Ptychochromoides katria pre k = 3 (vlavo) a k = 4 (vpravo).
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Matplotlib

Matplotlib (Matrix plotting library) [18] je kniZnica, ktora poskytuje moznost vytvo-
renia statickych, animovanych aj interaktivnych vizualizacii v jazyku Python. V nasej
praci sme ju vyuzili na zobrazenie vizudlnych reprezentacii sekvencii DNA. Priklady
vizualizacii mézeme vidiet na obrazkoch 6.1 a 6.2. Sekvencia s id NC' 011169 pochédza
z datasetu "25 fish mitochondrial genomes" a ide o mitochondriélny geném od jedinca
druhu Ptychochromoides katria. Obrazky vytvorené pomocou kniznice Matplotlib je
mozné pribliZzovat, ¢o je dolezité najmé pri vizualizacii velmi dlhych postupnosti. Tie
totizto obsahuju také mnoZstvo bodov, Ze Struktira nie je bez priblizenia viditelné.
S vyuzitim tejto kniznice je zaroven mozné obrazky stiahnut vo viacerych vhodnych

formatoch.

SciPy

Kniznica SciPy (Scientific Python) [27] rozsiruje kniZnicu NumPy o dalsie funkcie,
nastroje, konstanty a datové Struktary. My sme v nasSej praci vyuzili jej submodel
scipy.spatial.distance na vypocitanie vzdialenosti medzi frekvenénymi maticami. Vstup-
nymi argumentami do funkcii jednotlivych metrik musia byt jednodimenzionalne polia,

frekvencné matice sa teda pred vypoctom upravia metdédou flatten().

6.2 Algoritmy na vytvorenie reprezentacii

Metoda numerical _cgr() slizi na vytvorenie numerickej reprezentacie pomocou hry
chaosu. Algoritmus 6.1 najskor vytvori dvojrozmerné numpy pole. Do pola sa vlozi
inicidlny bod so sturadnicami [0.5, 0.5] predstavujuici stred Stvorca. Pre kazdy nukle-
otid sa vypocitaju dve desatinné ¢isla s x-ovou a y-ovou suradnicou z jednotkového
stvorca ACGT. Priradenie dusikatych baz k vrcholom je ulozené v konstantach ADE-
NINE, THYMINE, GUANINE a CYTOSINE. SF je konstanta so skalovacim faktorom
definovana na hodnotu 0.5, ¢o znamena, Ze novy bod vznik4 presne v strede medzi
poslednym zazna¢enym bodom a zvolenym vrcholom. Algoritmus takto postupne spra-
cuje celu sekvenciu. Nakoniec zmaze inicidlny bod a vrati numpy pole s numerickou
reprezentaciou sekvencie.

Metoda numerical _ fegr() slazi na vytvorenie frekvencnej matice, teda numericke;
reprezentacie sekvencie na zéklade frekvencie k-mérov pre zvolené ¢islo k. Algoritmus
6.2 najskor vytvori dvojrozmerné numpy pole o velkosti 2 x 2%, Dalej postupne pre-
chadza body z CGR a podla pravidiel iterativne rozdeleného priestoru jednotkového
stvorca ACGT pre kazdy bod identifikuje, do ktorého Stvorca spadé a teda aky k-mér

reprezentuje. Nakoniec vrati numpy pole s frekvenénou maticou.
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Algoritmus 6.1: Metdéda numerical cgr() na vytvorenie numerickej reprezentécie po-

mocou hry chaosu.

def numerical cgr(self):

cgr = np.zeros ((self.length + 1, 2))

initial point = np.array ((0.5, 0.5))
cgr|[0] = initial point

for i, base in enumerate(self.sequence):

if base — ’A’:

cgr[i + 1] = SF % (cgr[i] + ADENINE)
elif base — 'T’:

cgr|[i + 1] = SF % (cgr|[i] + THYMINE)
elif base — 'G’:

cgr[i + 1] = SF % (cgr[i] + GUANINE)
elif base — 'C’:

cgr[i + 1] = SF % (cgr[i]| + CYTOSINE)

return np.delete(cgr, 0, axis=0)

Algoritmus 6.2: Metoda numerical fegr(cgr, k) na vytvorenie frekvenénej matice.

def numerical fegr(self | cgr, k):

matrix size = (2 #*x k)
square size = 1 / matrix size
matrix = np.zeros ((matrix_size, matrix_size))

for point in cgr:
row = int (point [0] / square size)
col int (point [1] / square size)

if row — (2 *x k):

row — 1
if col =— (2 *x k):
col — 1

matrix [row ][ col] += 1

return matrix
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AAKTB28008 BX936398 @.8186975711569987
AAKTB28008 NC_883143 B.31652729955738446
AAKTB28008 NC_8B4888 8.42961874699858434
AAKTE28008 NC_885818 8.4326816979388993
AAKTB28008 NC_888149 B.6295382938275216
AAKTB20008 NC_888158 B.23186676592972788
AAKTB28008 NC_889381 8.7426084471891849

Obr. 6.3: Cast stboru vo forméate Tap-Separated Value.

8

AAKTEBZEB080 B.808 8.819 ©.317 ©.430 ©.433 8.630 B.232 8.743
BX936398 g8.819 8.0988 B.585 B.458 ©.497 8.628 @.741 1.868
NC_ 883143 8.317 ©.585 ©.000 ©.217 ©.213 6.427 8.281 8.693
NC_Be48388 B.438 8.458 ©.217 ©.080 ©.189 ©.387 8.349 09.651
NC_B885818 B8.433 8.497 8.213 8.189 0,000 0.25%6 B.361 0.608
NC_B88149 8.638 8.628 B.427 ©.387 ©.256 ©.008 B.560 B.397
NC_883158 8.232 8.741 8.2081 ©.349 @.361 0.560 ©.880 0.728
NC_@889381 8.743 1.688 ©.693 ©.651 ©.600 ©.357 ©.720 ©.8606

Obr. 6.4: Subor vo formate Phylip distance matrix.

6.3 Vystupné stbory

Vsetky vystupné subory z nasho programu, ktoré su v textovom formaéte, sa ukladaji
do priec¢inka Output files. Numerické reprezentacie sekvencii pomocou hry chaosu
obsahuji v nazve stboru id spracovanej sekvencie. Stbor s frekven¢nou maticou okrem
toho v nazve obsahuje aj &islo k, teda dlzku k-mérov.

Vystupné sibory s vyhodnotenim datasetu mézu byt zapisané v dvoch formétoch,
Tap-Separated Value (TSV) a Phylip distance matrix (PDM). Priklady tychto for-
matov pre dataset "8 Yersinia species" nédjdeme na obrazkoch 6.3 a 6.4. Zapisanie
vysledkov do formatu TSV je pomerne jednoduché, ¢o moézeme vidiet na algoritme
6.3. Algoritmus prechédza vsetky parové porovnania sekvencii a postupne zapisuje do
siboru riadky s identifikaitormi dvoch porovnavanych postupnosti a vysledok ich po-
rovnania. Algoritmus 6.4 na zapisanie vysledkov do formatu PDM je o cosi zlozitejsi
a potrebuje na zaciatku vytvorit maticu vzdialenosti. Potom zapiSe do suboru pocet
sekvencii z datasetu na samostatny riadok a dalej postupne zapisuje hodnoty z matice
vzdialenosti. Vysledné hodnoty porovnani sa pred zépisom do siiboru normalizuja a
vo formate Phylip distace matrix sa zaokruhl'uju na 3 desatinné ¢isla. Nazov stuboru s

vysledkami obsahuje pouziti metriku, ¢islo k a inicidly formatu.
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Algoritmus 6.3: Metoda generate TSV() na vytvorenie suboru vo forméte Tap-
Separated Value.

def generate TSV (self):

file name = f"{self.metric. name } {self.k} TSV.txt"
with open(path.join (OUTPUT PATH, file name), ’w’) as file:

for comparison in self.comparisons:

file . write (str(comparison) + "\n")

Algoritmus 6.4: Metoda generate . PDM() na vytvorenie siboru Phylip distance matrix.
def generate PDM(self):

distance matrix

self.distance matrix ()
file name = f"{self.metric. name } {self.k} PDM.txt"
with open(path.join (OUTPUT PATH, file name), 'w’) as file:
file.write (str(self.number of files) + "\n")
for i in range(self.number of files):
file . write(self.ids[i] + "\t")
for j in range(self.number of files):

file.write ("%.3f_" % distance matrix[i]|[j])
file . write ("\n")




Kapitola 7
Dosiahnuté vysledky

Tato kapitola obsahuje informacie o tispesnosti nasej préace pre vSetky vybrané datové
mnoziny, konkrétne pre dataset s mitochondridlnymi genémami ryb 7.1, datasety s bak-
terialnymi genémami 7.2, dataset s genémami rastlin 7.3, dataset s umelo vytvorenymi
gendémami 7.4, a aj vysledky navrhnutého experimentu 7.5. V tabulkach obsahujucich
vysledky st zelenou farbou oznacené riadky s najvic¢Sou uspeSnostou pre jednotlivé
pouzité metriky. Porovnanie naSej prace s inymi uverejnenymi metédami sme zhod-
notili na zaklade dosiahnutej normalizovanej Robinson—Fouldsovej vzdialenosti (nRF),
respektive na zaklade umiestnenia v rebricku metéd. Na konci kapitoly uvadzame aj

stru¢ni sumarizaciu dosiahnutych vysledkov 7.6.

7.1 Mitochondridlne genémy ryb

Dataset "25 fish mitochondrial genomes" obsahuje sekvencie mitochondrialnych ge-
némov ryb s dizkou len okolo 16 tisic znakov. Bol preto najvhodnejsi na vyskusanie
velkého mnoZstva kombinécii metrik a vstupného ¢isla k. Otestovali sme na fiom pou-
zitie vSetkych vzdialenosti opisanych v podkapitole 5.4 a hodnoét pre ¢islo k£ z mnoziny
{3,4,5,6,7,8,9}. V tabulke 7.1 mé6Zeme vidiet dosiahnuté vysledky. Najpresnejsie po-
rovnanie sekvencii sme dosiahli pouzitim Canberrskej a Jensen-Shannon vzdialenosti.
Porovnatelné vysledky prinieslo aj pouzitie Manhattanskej vzdialenosti. Najmenej
presné bolo porovnéavanie sekvencii pomocou Euklidovskej a kosinusovej vzdialenosti.
V kazdom pripade vSak boli velké rozdiely medzi porovnavanim frekvencii kratsich a
dlhsich k-mérov.

V ¢ase pisania prace boli pre tento dataset vo webovej aplikacii AFproject zverejnené
vysledky z 105 metod, ¢o bolo najviac spomedzi vSetkych datasetov. V zhodnocujucich
spravach, kde st metody usporiadané podla tspesnosti, rebric¢ek obsahoval celkovo 18
prie¢ok (metédy s rovnakou hodnotou nRF zdielaju umiestnenie). Nam sa podarilo

dosiahnut 2. zdielané miesto.
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Tabulka 7.1: Vysledky pre dataset “25 fish mitochondrial genomes".

Vzdialenost k nRF Umiestnenie
Euklidovskéa 3 0.73 12
Euklidovskéa 4 0.68 12
Euklidovské 5) 0.54 11
Euklidovské 6 0.41

Euklidovska 7 0.27

Euklidovska 8 0.18

Euklidovska 9 0.23
Manhattanské 3 0.64 11
Manhattanské 4 0.50 11
Manhattanska ) 0.54 11
Manhattanské 6 0.27
Manhattanska 7 0.09
Manhattanska 8 0.09
Manhattanska 9 0.09

Canberrska 3 0.59 11
Canberrska 4 0.54 11
Canberrska 5 0.46 10
Canberrska 6 0.23

Canberrska 7 0.09

Canberrska 8 0.09

Canberrska 9 0.09 2
Kosinusova 3 0.77 13
Kosinusova 4 0.73 12
Kosinusova ) 0.54 11
Kosinusova 6 0.46 10
Kosinusova 7 0.32

Kosinusova 8 0.18 4
Kosinusova 9 0.23
Jensen-Shannon 3 0.73 12
Jensen-Shannon 4 0.68 12
Jensen-Shannon 5) 0.46 10
Jensen-Shannon 6 0.23 )
Jensen-Shannon 7 0.09 2
Jensen-Shannon 8 0.09 2
Jensen-Shannon 9 0.09 2




7.2. BAKTERIALNE GENOMY

39

—SS— QOreochromis_niloticus Alepocephalus_agassizii
—_— Oreochromis_aureus Bajacalifornia_megalops
[ Neolamprologus_brichardi Parajulis_poecilepterus
Tropheus_duboisi Halichoeres_melanurus
Petrochromis_trewavasae Pteragogus_flagellifer
Tropheus_moorii Pseudolabrus_eoethinus
Tylochromis_polylepis Pseudolabrus_sieboldi
Astronotus_ocellatus Ditrema_temminckii
Hypselecara_temporalis Cymatogaster_aggregata
Ptychochromoides_katria Abudefduf_vaigiensis
Paratilapia_polleni Amphiprion_ocellaris
Paretroplus_maculatus Etroplus_maculatus
Etroplus_maculatus Paretraplus_maculatus
Abudefduf_vaigiensis Paratilapia_polleni
Amphiprion_ocellaris Ptychochromoides_katria
5 Cymatogaster_aggregata Hypselecara_temporalis
Ditrema_temminckii Astronotus_ocellatus
5 Halichoeres_melanurus Tylochromis_polylepis
Parajulis_poecilepterus Oreochromis_sp-KM2006
Pseudolabrus_sieboldi Oreochromis_aureus
I Pseudolabrus_eoethinus Oreochromis_niloticus
L Pteragogus_flagellifer Neolamprologus_brichardi
Alepocephalus_agassizii Petrochromis_trewavasae
Bajacalifornia_megalops Tropheus_moorii

Qreochromis_sp-KM2006 Tropheus_duboisi

Obr. 7.1: Vizualizacia najlepsich dosiahnutych vysledkov vo forme fylogenetického
stromu (vlavo) a referencny fylogeneticky strom (vpravo) pre dataset "25 fish mi-

tochondrial genomes" [34].

7.2 Bakteridlne genomy

Kombinacie metriky a cisla k, ktoré viedli k najlepsim vysledkom pri prvom data-
sete, sme vyuzili na vyhodnotenie zvysnych datasetov. Pouzili sme teda Canberrska a

Jensen-Shannon vzdialenost a hodnoty ¢isla k z mnoziny {6, 7,8, 9}.

Datasety s celymi genémami baktérii obsahovali sekvencie o dlzke priblizne 5 mili-
6nov. Vysledky pre dataset "8 Yersinia species" mozeme vidiet v tabulke 7.2. V case
pisania préce boli pre tento dataset vo webovej aplikacii AFproject zverejnené vysledky
z 78 metod, ktoré ale ¢asto zdielali rovnaki mieru tspesnosti a teda rebric¢ek obsaho-
val celkovo iba 6 priecok. Nam sa podarilo dosiahnut rovnaké vysledky pre obe pouZzité

vzdialenosti a pri £ = 8 a kK = 9 sme sa umiestnili na 2. mieste.

Pre dataset “29 E.coli/Shigella strains“ (cely geném) boli uverejnené vysledky z
94 metod. Nase najlepsie dosiahnuté umiestnenie bolo 13. z 20, ako je uvedené aj v

tabulke 7.3. Opét sa ako najpresnejsie ukazalo pouZzitie vacsich hodnét pre ¢islo k.

Na datasete “29 E.coli/Shigella strains* (nezostavené ¢itania) dosahovala nasa praca
v porovnani s ostatnymi uverejnenymi metoédami, ktorych bolo dohromady 44, pod-
statne horsie vysledky. Najlepsie dosiahnuté umiestnenie bolo 29. z 35, znova pre k =
9. Tabulka 7.4 obsahuje vysledky pre tento dataset. KedZe stubory obsahujice nezo-
stavené ¢itania st rozdelené do 7 skupin podl'a hibky sekvenéného pokrytia a vysledky

sme generovali pre kazdu skupinu zvlast, v tabulke je uvedené priemerna hodnota nRF.



40 KAPITOLA 7. DOSIAHNUTE VYSLEDKY

Tabulka 7.2: Vysledky pre dataset “8 Yersinia species”.

Vzdialenost k nRF Umiestnenie
Canberrska 6 0.80 )
Canberrska 7 0.60 4
Canberrska 8 0.20 2
Canberrska 9 0.20 2
Jensen-Shannon 6 0.80 5
Jensen-Shannon 7 0.60 4
Jensen-Shannon 8 0.20 2
Jensen-Shannon 9 0.20 2

Tabulka 7.3: Vysledky pre dataset “29 E.coli/Shigella strains* (cely genom).

Vzdialenost k nRF Umiestnenie
Canberrska 6 0.77 17
Canberrska 7 0.73 16
Canberrska 8 0.62 14
Canberrska 9 0.58 13
Jensen-Shannon 6 0.69 15
Jensen-Shannon 7 0.62 14
Jensen-Shannon 8 0.58 13
Jensen-Shannon 9 0.58 13

Tabulka 7.4: Vysledky pre dataset “29 E.coli/Shigella strains* (nezostavené ¢itania).

Vzdialenost k Priemerna nRF Umiestnenie
Canberrska 6 0.87 £ 0.04 34
Canberrska 7 0.84 £ 0.04 34
Canberrska 8 0.79 £+ 0.05 34
Canberrska 9 0.63 £ 0.12 29
Jensen-Shannon 6 0.77 £ 0.10 34
Jensen-Shannon 7 0.76 + 0.08 34
Jensen-Shannon 8 0.67 + 0.15 34
Jensen-Shannon 9 0.62 £ 0.16 29
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Tabulka 7.5: Vysledky pre dataset “33 simulated genomes®.

Vzdialenost k Priemerna nRF Umiestnenie
Canberrska 6 0.81 £+ 0.02 36
Canberrska 7 0.77 £ 0.03 34
Canberrska 8 0.69 £+ 0.03 34
Canberrska 9 0.54 + 0.05 S0
Jensen-Shannon 6 0.93 + 0.02 39
Jensen-Shannon 7 0.89 £+ 0.02 38
Jensen-Shannon 8 0.72 £ 0.01 34
Jensen-Shannon 9 0.61 + 0.03 32

7.3 Genbémy rastlin

Dataset "14 plant species" obsahuje genémy rastlin. KedZe ide o ovela komplexnejsie
organizmy v porovnani s baktériami, aj ich genémy obsahuju podstatne viac zako-
dovanych informécii. V priemere mala sekvencia v tomto datasete okolo 350 miliénov
znakov, niektoré vsak obsahovali az vySe 700 milionov znakov. Tento dataset sa ndm na

Standardnom notebooku nepodarilo vyhodnotit kvoli vysokym pamétovym narokom.

7.4 Umelo vytvorené genémy

Dataset "33 simulated genomes", ktory obsahuje umelo vytvorené genémy pomocou
simulatora, sme vyhodnocovali pouzitim Canberrskej a Jensen-Shannon vzdialenosti a
dlzkou k-mérov z mnoziny {6,7,8,9}. V tabulke 7.5 sa nachadzajta dosiahnuté vysledky
pre tento zaujimavy dataset. KedZe subory obsahujuce simulované genémy st rozdelené
do 5 skupin podl'a rozsahu horizontalneho prenosu a vysledky sme generovali pre kazdu
skupinu zvlast, v tabulke je uvedena priemerna hodnota nRF. Ani v tomto pripade
nedoslo k vynimke a najlepsie vysledky sme dosiahli pre £ = 9.

V case pisania prace boli pre tento dataset vo webovej aplikacii AFproject zverejnené
vysledky z 69 metod a podla dosiahnutej presnosti boli usporiadané do rebricka s 41

prieckami. Nasa praca sa v najlepsom pripade umiestnila iba na 32. mieste.

7.5 Experiment s modifikovanymi datasetmi

Okrem standardného porovnania sekvencii sme vykonali aj experiment na datasete "8
Yersinia species". Cielom experimentu bolo vyskusat, ako sa lisi porovnanie celych
genomov alebo len ich casti. Najskor sme si pripravili 4 modifikované verzie povodného
datasetu, v ktorych sekvencie obsahuju iba prvych 10%, 25%, 50% a 75% znakov z
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Tabulka 7.6: Vysledky experimentu s modifikovanymi datasetmi.

Cast nRF Umiestnenie
10% 1.00 6
25% 0.80 5)
50% 0.60 4
75% 0.00 1
100% 0.20 2

celého genému. Potom sme sekvencie porovnali analogicky ako pri beznych datasetoch

a vysledky sme nahrali do aplikiacie AFproject. Na vyhodnotenie sme pouzili Jensen-

Shannon vzdialenost a k = 9, tato kombinécia totizto viedla k dobrym vysledkom pri

povodnom datasete.

V tabulke 7.6 moZeme vidiet, Ze presnost porovnania sa medzi roznymi verziami

datasetu 1isi. Vo vSeobecnosti mozeme skonstatovat, ze ¢im vacsia ¢ast genému bola

spracovand a porovnévana s ostatnymi, tym lepsi bol vysledok. Velkym prekvapenim

vSak bolo dosiahnuté 1. miesto po vyhodnoteni modifikovaného datasetu s 75% znakmi.

7.6 Sumarizacia vysledkov

V nasledujtcich bodoch uvadzame stru¢ni sumarizaciu vysledkov:

e najpresnejSie porovnanie sekvencii sme dosiahli pouzitim Canberrskej a Jensen-

Shannon vzdialenosti a pri k = 8 alebo k =9,

velmi dobré vysledky sme dosiahli najmé na datasete "25 fish mitochondrial

genomes" s krat$imi postupnostami, umiestnili sme sa na 2. mieste z 18,

aj na datasete "8 Yersinia species" s celymi bakteridlnymi genémami, ktoré boli
navySe ovplyvnené horizontalnym prenosom genetickej informacie, sme dosiahli

dobry vysledok v podobe 2. miesta z 6,

najlepsie umiestnenie pre dataset "29 E.coli/Shigella strains" (cely geném) bolo
13. miesto z 20,

nepodarilo sa ndm vyhodnotit dataset "14 plant species" kvoli vysokym pamé-

tovym narokom,

nasa praca bola mélo presna oproti inym metédam pri porovnavani nezostavenych

a simulovanych genémov,

na vykonanom experimente mozno pozorovat, ze ¢im vicSia ¢ast gendému je spra-

covand, tym lepsi je vysledok.
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V naSej praci sme reagovali na jeden z hlavnych problémov bioinformatiky — ako do-
cielit presné a zaroven efektivne porovnavanie genetickych informécii. Napriek tomu,
ze existuje mnozstvo teoretickych poznatkov v oblasti porovnavania sekvencii DNA,
eSte stale nie je dostatok praktickych a najméa overenych rieseni. Hlavnym ciel om naSej
prace bolo aplikovat tedriu hry chaosu na hladanie podobnosti velkych genomickych
postupnosti a porovnat ju z hladiska presnosti s inymi metédami bez zarovnania na
vybranych datovych mnozinach. Po dokladnom oboznédmeni sa s témou sme navrhli a
implementovali komplexny systém na spracovanie, analyzu a porovnavanie postupnosti
DNA s vyuzitim teérie hry chaosu a objektivne vyhodnotili nasSe riesenie.

Dolezitymi funkciami systému st schopnost spracovania najpouzivanejsSieho bioin-
formatického formatu siborov FASTA a vytvorenia vizualnych aj numerickych repre-
zentacii sekvencii. Za najvhodnejSiu reprezentaciu sekvencii na ich porovnavanie sme
zvolili frekvencné matice, pretoze porovnavanie numerickych reprezentacii je presné a
zaroven su sekvencie spracované na data rovnakej velkosti. Vybrali sme niekol’ko metrik
vhodnych na porovnavanie frekvenénych matic a otestovali ich presnost. Rieili sme aj
problémy s vyhodnocovanim metod a na docielenie nestrannosti vo vyhodnoteni nasej
prace sme vyuzili webovu aplikdciu AFproject. Priamo z aplikicie sme si stiahli 6 da-
tasetov, ktoré sme vybrali tak, aby sa 1iSili typom organizmov, od ktorych pochadzaju,
typom sekvencii, po¢tom siiborov aj priemernym poc¢tom znakov na jednu sekvenciu.
Vysledky porovnavania z nasho systému sa zapisuji vo vhodnych forméatoch, aby boli
kompatibilné s rozhranim AFprojectu, prehladné a l'ahko pochopitelné. Kompletny
zdrojovy kod, modifikované datasety a stubory s vysledkami st zverejnené v on-line
repozitari na adrese https://github.com/saraguzi/chaos_game_theory.

Zistili sme, Ze nas systém generuje velmi presné vysledky oproti inym metodam bez
zarovnania najma na mitochondrialnych genémoch, kde sme dosiahli vyborny vysledok
v podobe 2. miesta z 18. Uspokojivé vysledky systém vypocital aj pre genémy v dlzke
okolo 5 miliénov znakov, no systém nie je vhodny na porovnavanie nezostavenych,
simulovanych ¢i rozsiahlejsich genémov. Najpresnejsie vysledky sme dosiahli pouzitim
Canberrskej a Jensen-Shannon vzdialenosti a pri k£ = 8 alebo k = 9. Sucastou prace bol
aj mensi experiment, pomocou ktorého sme preskiimali moZznost porovnavania sekvencii

v modifikovanych verziach datasetov a demonsStrovali, Ze s narastajiucim percentom
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casti genomu, ktora je spracovana, sa zlepsuje dosiahnuty vysledok.

Vyhodnocovanie datasetov potvrdilo nas predpoklad, ze vysledky sa budu vyrazne
15if na zaklade vyberu metriky a dlzky k-mérov. Velky priestor pre vylepgenie systému
vidime teda v testovani dalsich kombinacii. V budiicom vyskume je mozné zamerat sa
na vytvorenie multifunkcnejsej aplikidcie dosahujucej lepsie vysledky na viacerych ty-
poch sekvencii, popripade pridat aj grafické pouzivatel'ské rozhranie. Vykonanie experi-
mentov vo vacSom rozsahu moze priniest nielen podnety na zlepSenie bioinformatickych
nastrojov, ale aj nové poznatky o samotnych organizmoch, od ktorych sekvencie po-
chadzaju. Dalsf vyvoj metoéd bez zarovnania je urcite potrebny, nemenej dolezité je aj
tvorba novych softvérov na nestranné porovnavanie metdd Ci rozsirovanie uz existuju-

cich nastrojov o nové datasety a oblasti vyskumu, napriklad z oblasti mediciny.
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Priloha A: obsah elektronickej prilohy

V elektronickej prilohe prilozenej k préaci sa nachéddza kompletny zdrojovy kod, mo-
difikované datasety, stbory s vysledkami a sibor requirements.txt. Zdrojovy kod
a ostatné spominané stbory su zverejnené aj v on-line repozitari na adrese https:

//github.com/saraguzi/chaos_game_theory.
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