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ABSTRAKT

Tato diplomova prace je zaméfena na popis a realizaci aplikace API wrapper, kterd pracuje
nad vypocetnim jadrem ibp bioinformatics. Prvni polovina prace se zaméfuje na shrnuti
zakladnich znalosti z oblasti vyzkumu DNA, rovnéZ i specifikaci problému a popisu
zvolenych technologii. Druha polovina se soustfedi na samotnou realizaci, distribuci a
vyhodnoceni pouZitelnosti aplikace na konkrétnich sekvencich DNA.

ABSTRACT

This diploma thesis is focused on the description and implementation of the API wrapper
application, which works on top of computational core ibp bioinformatics. The first half of the
thesis is focused on the summary of basic knowledge in the field of DNA research, as well as
the specification of the problem and description of selected technologies. The other half deals
with the actual implementation, distribution, and evaluation of application applicability on
specific DNA sequences.
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1 UVOD

Od objevu deoxyribonukleové kyseliny v roce 1869 Svycarskym lékafem Friedrichem
Miescherem se v oboru biochemie zrodila fada vyznamnych objevii usnadiiujicich lidstvu
pochopeni tohoto pozoruhodného polymeru. Trvalo vSak témér sto let, neZ doktor Francis
Crick s doktorem Jamesem D. Watsonem byli schopni popsat jeji dvouSroubovicouvou
strukturu. Za tento objev v roce 1962 spolecné s anglickym molekularnim biologem
Mauricem Wilkinsem obdrZeli Nobelovu cenu za fyziologii a 1ékatstvi. S postupem dalSiho
vyvoje byly objeveny i dal$i moZné prostorové konfigurace DNA. Za zminku stroji naptiklad

Mimo jiZz zminéné geometrické usporadani rozeznavame i vyrazné odliSné
konfigurace, totiZ lokalni struktury DNA. Ty se formuji za velice specifickych podminek. Na
jejich vznik ma vliv chemické sloZeni prostfedi, interakce s proteiny Ci struktura samotné
DNA. Toto, ale i jiné vlivy maji velky dopad na formovani struktur, jako je guaninovy
kvadruplex ¢i invertované repetice (vlasenky, kiiZové struktury). JiZz zminéné struktury
mohou mit vliv na zmény v evolucnich a regulacnich vlastnostech DNA. Existuje i mozna
souvislost s predispozicemi k riznym vaznym onemocnénim. Ukazuje se vyuZziti kvadruplext
napiiklad v 1écbé nddorovych onemocnéni. Vzhledem k vyskytu kvadruplexd predevsim v
oblasti telomer lidského genomu je zde urcita moZnost tyto telomerové kvadruplexy
stabilizovat a tim omezit riist nidorovych bunék.

Cilem této prace neni vyvozovani zavéru jednotlivych analyz z oblasti biochemie, ale
tvorba nastroje umoziujiciho jednoduchy pfistup k rozborim zkoumanych vzorkid. Nastroj
musi byt schopen hromadného zadavani testovacich sekvenci a provadéni jednotlivych analyz
na vzdaleném vypocetnim serveru aplikace ibp bioinformatics. Vzhledem k okruhu lidi
pouZivajicich tento nastroj musi byt navrZen tak aby byl uZivatelsky privétivy i pro
pracovniky s minimalni kvalifikaci v oblasti programovani. O dalSich poZadavcich pojednava
kapitola 5 zabyvajici se projektovou pripravou. Kromé navrhu, realizace a publikace softwaru
je soucasti prace i série nékolika testti nad skupinami sekvenci genomt ovérujicich funk¢nost
v riznych pripadech, viz kapitoly 6 a 7.
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2 LOKALNI STRUKTURY DNA

V této uvodni kapitole diplomové prace jsou shrnuty zakladni poznatky z oblasti biochemie,
na kterych prace dale stavi. Vzhledem k technickému zaméreni této prace jsou tyto poznatky
pouze kratkym pojednanim o danych tématech a nezachazeji pfiliS do detailnich popist. V
prvni Casti kapitoly je popsana zakladni struktura deoxyribonukleové kyseliny. Druha
polovina se zabyva jiZ konkrétnimi lokalnimi strukturami, které jsou v nasledujicich
kapitolach zminény.

2.1 DEOXYRIBONUKLEOVA KYSELINA (DNA)

DNA je nukleova kyselina, ktera je nositelkou genetické informace organismu s vyjimkou
nebunécnych, u nichZ tuto funkci nahrazuje RNA. Je sloZena ze dvou polynukleotidovych
fetézcl, které se otaceji kolem spolecné osy a tvori pravotocivou dvojitou Sroubovici. Tyto
dva fetézce rovnéZ tvori antiparalelni usporadani. Ve stfedu se nachazeji tzv. nukleové baze,
cukry deoxyribozy a fosfatové skupiny jsou vné struktury dvousSroubovice. Struktura je
obecné Clenéna do tfi zakladnich skupin, a to primarni, sekundarni a tercialni. [1] V
nasledujicich nékolika podkapitolach jsou shrnuty zakladni popisy téchto struktur. Schéma
struktury DNA viz obr. 1.

antisense  sense fosfodiesterova
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Obr 1: Schéma struktury deoxyribonukleové kyseliny [2]
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2.1.1 PRIMARNI STRUKTURA

Primarni struktura popisuje sefazeni jednotlivych nukleotidi ve struktufe DNA. SloZkami
nukleotiddi jsou 2-deoxy-D-rib6za (CsHi0O.4), kyselina trihydrogenfosforecna (HsPO,),
purinové a pyrimidinové baze. Mezi purinové baze patfi adenin a guanin. Pyrimidinové baze
tvori predevSim cytozin, tymin a uracil. Posledni zmiflovany uracil se vSak vyskytuje pouze
ve strukture RNA. Jednotlivé baze jsou spojeny pomoci vodikovych vazeb. Timto spojenim
vznikd dvou-fetézcova DNA. Dle Watsonova-Crickova pravidla o parovani vazeb se pomoci
vodikovych vazeb propojuji vZdy purinové a pyrimidinové baze. Konkrétné jde o vazbu
adeninu s tyminem (AT par) a guaninu s cytozine (GC pér). Schéma jednotlivych pard jsou
vyobrazena na obrazku niZe obr. 2.

Kromé bazi je rozliSovana tzv. direkcionalita Fetézch. Jednotlivé nukleotidy jsou
spojeny pomoci 3‘ nebo 5° konci DNA. Z tohoto divodu se zavadi dalSi rozliSeni
polynukleotidovych fetézcti, a to dle sméru. Jeden z fetézci DNA jde od konce 3 k 5 a druhy
opa¢nym smérem. Cisla koncti vyjadiuji uhlikové pozice v molekule ribézy ¢ deoxyribézy.
Schéma jednotlivych zakonceni a struktury bazi viz vyse obr. 1. [1]

T R
|
] M N
H/g 4] 1
[V — ' 1" ..... HNS
4 cH
1
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W

Obr 2: Parovani adeninu s tyminem (vlevo) a guaninu s cytozinem (vpravo) [1]

1
lil N N
R

2.1.2 SEKUNDARNI STRUKTURA

Sekundarni struktura popisuje vzajemné geometrické usporadani polynukleotidovych fetézcti
v prostoru. Nejcastéjsi forma sekundarni struktury je jiZz zminéna dvojSroubovice. Pro tuto
strukturu plati tzv. Chargaffovo pravidlo, dle kterého je pomér purinovych a pyrimidinovych
bazi roven jedné. Kromé linearni formy s volnymi konci rozeznavame i kruhovou variantu,
ktera ma jednotlivé konce spojené, a tedy tvori uzavienou smycku. Existuje i varianta ohnuté
DNA, kde v urcitém misté dochazi k ohybu pavodni struktury s volnymi konci. K jiZ zminéné
dvouretézcové formé existuje varianta jednoretézova, tfifetézcova (triplex) a Ctyitetézcova
(kvadruplex) varianta usporadani. [1]
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2.1.3 TERCIALNI STRUKTURA

Pokud se hovofi o tzv. tercialni struktufe, je tim mySleno usporadani do tzv. nadSroubovice,
neboli supercoil pivodni struktury DNA. Tato nadSroubovice se miZe tvorit ve formé
kruhové i linearni. RozliSujeme negativni a pozitivni nadSroubovice. Negativni se otaceji proti
sméru hodinovych rucicek, kladné ve sméru. [1] Ukazka negativni a pozitivni nadSroubovice
viz obr. 3.

MNegatively su;

percoiled Relaxed Positively supercoiled
ST Aty

GO,

Obr 3: Schéma tercidlni struktury tzv. nadsroubovice [3]

2.2 TYPY SEKVENCI

Obecné sekvence bazi délime na dvé zakladnich skupiny. Sekvence jedinecné jsou takové,
které se v celém genomu vyskytuji pouze jednou. Druha skupina obsahuje tzv. repetice. [1]
Na vyzkum v této oblasti jsou pouZity nastroje zminéné v kapitole 3.

2.2.1 REPETICE

Oproti sekvencim jedineCnym se repetice mnohonasobné opakuji ve zkoumaném genomu.
Prikladem mtiZe byt napfiklad vyskyt repetice CAG v 5° konci genu u lidi trpicich
neurodegenerativni Huntingtonovou chorobou. [4] Repetice obecné lze dale délit na
tandemové, obracené, primé, dlouhé koncové, kiiZové a rozptylené.

Tandemové repetice jsou takové, u kterych se vyskytuje repetitivni vzor bezprostfedné
za sebou. Priimérné jsou obsaZeny v 5 azZ 15% DNA a jsou povazované za Casto se opakujici.
Prikladem miZe byt napiiklad sekvence CTGATTAATTACGTC s opakujicim se vzorem
ATTA. Obracena repetice je sekvence také znama pod nazvem palindrom. Tato sekvence ma
v komplementarnim fetézci shodnou sekvenci pouze s jinou direkcionalitou. Ukazkou mtize
byt napriklad sekvence GACTTC ve sméru od 5° k 3¢ konci. V komplementarnim fetézci
jsou baze usporadany CTTCAG ve sméru od 3 k 5° konci. Tyto sekvence maji tendenci
tvorit z Tetézcl tzv. vlasenky nebo kiiZové struktury. Pfima repetice je velice podobna dfive
zminéné tandemové. Rozdil spociva ve vyskytu mezery vyplnéné jinymi bazemi. Pfikladem
mize byt sekvence ATGCAATCAATGC. Dlouhé koncové repetice jsou primé repetice
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vyskytujici se na obou koncich DNA fetézce. Prikladem je usporadani ATCTA na obou
koncich Tetézce. Posledni zminény typ jsou tzv. rozptylené repetice. Jedna se o repetice
podobné pfimym s tim rozdilem, Ze opakovani vzoru je nahodné rozmisténo v sekvenci. Ty se
dale déli na kratké repetice do 300 bp a dlouhé, jejichZz délka presahuje hodnotu 300 bp.
Zkratka bp pochazi z anglického base pair a znaci pocet parovanych bazi. [1]

2.3 LOKALNI STRUKTURY V DNA

Opakujici se motivy jsou velice béZnym jevem vyskytujicim se v Fetézcich DNA. Mezi tyto
motivy fadime jiZ zminéné krizové struktury, vlasenky, triplexy, kvadruplexy, tetraplexy a Z-
DNA. Lokélni struktury mohou zpiisobovat mutace genomu u prokaryotickych i
eukaryotickych organismti. Nynéjsi poznatky z oblasti molekularni biologie naznacuji nejen
souvislost s predispozicemi k rznym onemocnénim, rovnéZ se ukazuje i vliv na rychlé
evoluéni zmény v oblasti vyvojovych a regulacnich vlastnosti DNA. [1] V nésledujicich
podkapitolach jsou popsany struktury krizové, vlasenky a kvadruplexy. Diivod tohoto
omezeni je spojen s oblasti pouZitelnosti vyvijeného nastroje, ktery v dobé tvorby této prace je
schopen nachazet tyto struktury v predloZenych sekvencich.

2.3.1 VLASENKOVA A KRiZOVA STRUKTURA

Vlasenka je obecné dvouSroubovicova struktura vznikajici v mistech obracené repetice.
Pokud jednotlivé repetice spolu bezprostredné sousedi, jedna se o béZnou vlasenku. V pripadé
Ze mezi repeticemi vznika urcity prostor, vznika vlasenka se smyckou viz obr. 3. V pripadé
kiiZzové struktury se hovofi o parovani obracenych repetic na obou polynukleotidovych
fetézcich DNA. Obdobné s vlasenkovou strukturou vznika i kiiZova bez i se smyckou. Diivod
tvorby smycCky je obdobny jako v predchozim pripadé. K¥iZové struktury zobrazuje rovnéz
obr. 4. [1]

vidsenka

kfizovi struktura bez smytky
= ATCTATAGAT|
T 3 ”"
. i = TAGATATCTA
obraceng repetice viasenka A T ERTER
se smyckou T A palindrom
c G
T A
: N al—iT
e ATCTATCCAGTAGAT s——

-l:hmh-ll I-—u-n:.-

v

Obr 4: Schéma struktury vlasenky (vlevo) a krizové repetice (vpravo) [1]

19



Vysoké uceni technické v Brné, FSI, Ustav automatizace a informatiky 2019

2.3.2 GUANINOVY KVADRUPLEX

Jedna se o misto s vysokym obsahem guaninu, proto se témto utvarim castéji fika guaninovy
kvadruplex ¢i g-kvartet. Zakladem pro vznik kvadruplexu je tedy, jak jiZ bylo feCeno, guanin,
formujici tzv. guaninovou tetrddu. Jednotlivé guaniny jsou propojeny pomoci vodikovych
vazeb a z geometrického hlediska tvori planarni utvar. Jedna se tedy o vrstvenou strukturu,
jejiZ volné prostory jsou obvykle vyplnény jednomocnymi ionty. Tyto struktury lze délit dle
mnoha kriterii. Jednou z moZnych forem rozdéleni je déleni dle poctu vlaken, které strukturu
formuji. RozliSujeme tedy kvadruplexy unimolekuldrni, bimolekuldrni a linearni.
Unimolekularni a bimolekuldrni formuji tzv. smycku, naopak linearni jsou tvofeny ctyfmi
samostatnymi vlakny DNA. Dalsi forma déleni spociva na zakladé direkcionality Fetézct
tvoricich kvadruplex. Hovofime o paralelnim nebo antiparalelnim uspotradani. Dale je pak
mozné tyto struktury délit dle mnoZstvi tetrdd a podobné. Ukazka moznych konfiguraci
kvadruplexti je na obr. 5. [5]

= g Gl

a b

Obr 5: Schéma mozZnych konfiguraci guaninového kvadruplexu [5]

2.4 PROTEIN P53

V predchozich kapitolach byly shrnuty tfi druhy lokalnich struktur v DNA. Kromé hledani
téchto struktur implementuje nastroj bioinformatics i analyzu vazeb proteinu p53 na zadanou
Cast fetézce. Proto je v nasledujici casti shrnut popis tohoto proteinu a jeho dileZitost pro
vyzkum. Produkt genu p53 je jaderny protein patfici do kategorie tumor supresorovych gend.
Obecné ma v burice funkci detektoru poSkozeni DNA. Standardné je tento gen neaktivni,
aktivuje se aZ pri poSkozeni genomu. Pokud probéhne oprava DNA, buiika navaze na bézny
bunécny cyklus. V opacném pripadé buiika prejde do stavu programované bunécné smrti a
poskozena cast se dale nereplikuje. [7]

Tento protein, ktery je zvan straZcem genomu, se stal objektem mnoha vyzkum jiz od
doby objeveni v roce 1979 doktorem Davidem Lanem. Vyzkum na laboratornich mysich
dokazuje, Ze jedinci bez genomu TP53 hynou na rakovinu podstatné dfive neZ jedinci s obéma
kopiemi genu TP53. Podobnému osudu celili i jedinci s pouze jednou kopii tohoto genu viz
obr. 6. Dale se ukazuje, Ze zvySené mnoZstvi hladiny proteinu p53 vede k zastaveni
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bunécného déleni, ale pouze do okamZiku, kdy je protein pfitomen. Hledany protinadorovy

ucinek je pak moZny pomoci vice rtzné zacilenych latek. Tento typ terapie je dnes

podrobovan klinickym zkouSkam na vybranych pacientech. [6]

Procento Zivyeh mysi

100% -C\%ﬁ

Mysi bez TP53

My3i s jednou
kopii genu TP53

T
0 100

T
200

T
300

Stari ve dnech

500

Obr 6: Graf zobrazujici délku doZiti mysi dle genomu p53 [6]

Mysi s cbéma
kopiemi genu
TP53
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3 ANALYZA EXISTUJICI NASTROJU

Tato kapitola shrnuje nékolik analytickych néstroji pouZivanych pro zpracovani sekvenci, v
nichZ hledame repetice ¢i guaninové kvadruplexy. V prvni poloviné této kapitoly jsou shrnuty
zakladni popisy téchto webovych aplikaci. Druha polovina se zabyva srovnanim vybranych
vzorkl s nastrojem bioinformacics.ibp, ktery je objektem z&jmu této prace.

3.1 REPEATMASKER

Nastroj RepeatMasker je vyvijen v Seattlu Institutem pro systémovou biologii. Aplikace se
obsluhuje pomoci jednoduchého webového formulafe. Po zaslani textového fetézce Ci
souboru ve formatu FASTA je sekvence podrobena analyze repetic. Vysledkem je pak
jednoduchy textovy soubor s vyslednymi ¢astmi sekvence a nalezenymi repeticemi. Aplikace
obsahuje i verzi spustitelnou v lokalnim prostfedi. [8] Aplikace je dostupnd na adrese
http://www.repeatmasker.org/cgi-bin/WEBRepeatMasker.

3.2 EMBOS EXPLORER

Webova aplikace EMBOS explorer obsahuje nastroj palindrome a je k nalezeni na adrese
http://emboss.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/palindrome. Jednd se o velice jednoduchy
webovy formular s velice podobnou funkci jako u predchoziho néstroje. Oproti pfedchozimu
nastroji ma palindrome mozZnost nastaveni minimalni a maximalni délky palindromu. Daéle je
zde moZnost nastaveni maximalni mezery mezi oblastmi s repetici. Vzhledem k moZnému
vyskytu chyb v analyzovanych sekvencich umoZiuje i nastaveni poctu rozdilnych bazi napf.
ATTA a ATCA by byly palindromy v ptipadé nastaveni hodnoty odchylky na jedna. Zkratka
EMBOS odkazuje na komunitu The European Molecular Biology Open Software Suita
vyvijejici aplikace pro komunitu molekularnich biologi. [9]

3.3 PALINDROMIC SEQUENCE FINDER

Je nejjednodussi webovy nastroj z jiZ zminovanych a je k nalezeni na webové adrese
http://insilico.ehu.eus/palindromes/. Poskytuje pouze zdkladni informace o nalezenych
palindromech ve zkoumanych sekvencich. Stejné jako nastroj EMBOS umoZiiuje volbu
minimalni a maximalni délky sekvence palindromu. Vstup je moZny pouze pomoci kratkého
textového Fetézce. Nastroj vyvinul doktor Joseba Bikandi na University of the Basque
Country. [10]
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3.4 PALINDROME SEARCH

Je posledni zminény néstroj na analyzu repetic na adrese http://bioinfo.cs.technion.ac.il/proje-
cts/Engel-Freund/new.html. Stejné jako predchozi zminéné umoZiuje nastaveni minimalni
délky palindromu. Maximalni délku mezery, maximalni pocet odliSnych bazi viz kap 3.2.
Vstup vlastni sekvence je mozZny pouze ve formatu FASTA. Nastroj byl vytvoren Izraelskym
technologickym institutem Technion. [11]

3.5 QGRS MAPPER

Nastroj QGRS mapper je prvni zminény analyticky nastroj slouZici k odhalovani oblasti
bohatych na guanin tzv. G-Rich sekvence. Stejné jako v predchozich pripadech jde o webovy
formulaf umoziujici vstup pomoci textového fetézce, FASTA souboru ¢i importu z NCBI
databaze. Vysledkem je pak prehledné tabulkové zobrazeni jednotlivych predikovanych
kvadruplexti. Nastroj zpracovala americkd univerzita Ramapo College of New Jersey a je
dostupny na http://bioinformatics.ramapo.edu/QGRS/analyze.php. [12]

3.6 QUADBASE2

QUADBASE2 na rozdil od vSech predchozich softwari neumoziuje vloZeni vlastni sekvence
ale poskytuje pouze analyzy nad sekvencemi typu Bacteria a Archaea. Stejné jako nastroj
QGRS analyzuje vyskyt kvadruplexti. Nastroj poskytuje nastaveni vlastnosti pouZzitych
algoritmt, jako napriklad volbu typu algoritmu, hledani i v komplementarnim fetézci apod.
Vyvoj zabezpecuje doktor Parashar Dhapola z CSIR-Institute of Genomics and Integrative
Biology, New Dehli a je dostupny na http://quadbase.igib.res.in/ProQuad. [13]

3.7 NON-B DB

Posledni zminény nastroj neni pfimo analytickym nastrojem, ale databazi. Ta poskytuje
nékolik predem definovanych genomi, nad kterymi se provadi vybrana analyza. Databaze
obsahuje kompletni genom clovéka, psa, kravy a dalSich. Nad zvolenym genomem je pak
spuStén vyhledavac jednotlivych struktur. Kromé samotnych kvadruplexti miZe analyzovat i
rizné druhy repetic. Databazi spravuje National Cancer Institute Center for Cancer Research a
je dostupna na https://nonb-abcc.ncifcrf.gov. [14]

3.8 IBP BIOINFORMATICS

Webové aplikace IBP bioinformatics je vyvijena Ustavem informatiky Mendelovy univerzity
ve spolupréci s Biofyzikalnim tistavem Akademie véd Ceské republiky. V dobé tvorby této
prace je aplikace rozdélena na dvé samostatna prostfedi, Palindrome analyser a G4hunter.
Aplikace Palindrome analyser obsahuje analytické nastroje pro vyhledavani palindromt, a
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vypocet afinity vazeb k proteinu p53 na zadanou sekvenci DNA. Druhd zminéna cast
obsahuje algoritmus G4hunter vyhledavajici guaninové kvadruplexy a funkci G4killer, ktera
sniZuje hodnotu tzv. Gscore v zadané sekvenci. Palindrome analyser je pribézné integrovan
do druhé zminéné aplikace z divodu jednodussi udrZitelnosti. [odkaz na ¢lanek] Obé aplikace
kromé vypocetniho REST API obsahuji i tzv. SPA (single page application) rozhrani. Ty
umoZziuji zadavani jednoduchych analyz nad vypocetnim jadrem. Aplikace je dostupna na
adrese http://bioinformatics.ibp.cz. [15, 16]

3.9 SROVNANI APLIKACI

Vlastnosti vSech aplikaci shrnuje nasledujici tabulka. Software ibp bioinformatics obsahuje
dle tabulky nejvice funkci. Problém roztfiSténosti jednotlivych néstrojii do rtznych aplikaci
byl hlavni motivaci pfi tvorbé tohoto nastroje. Nasleduje tabulka shrnujici jednotlivé funkce
viz tab. 1. V nasledujicich nékolika kapitolach budou popsany implementované algoritmy
slouZici k vyhledavani lokalnich struktur, které nastroj ibp obsahuje.

Tab 1: Tabulka srovnavajici jednotlivé aplikace

w
i) % g g °§ = QQ =
= =2 > [ = w ~ w
s 2w a8 =z E = =
L < . — j (%] [a] V)
n 7 = 0 < < < <

— < | 5|8 |« <
= = (= < = =
< N N n < n
N = [ > CZD ~§ CZD

o o — 2

| o o o =< N - N
S S a o = — < =)

=B g = 2
REPEATMASKER v v v X v X X X
EMBOS EXPLORER v v/ v X v v X X
PALINDROME SEQUENCE FINDER v X X X v v X X
PALINDROME SEARCH v v v X v v X X
QGRS MAPPER v X v X X X v v
QUADBASE2 X X X X X X v v
NON-B DB X X X X X X v v
IBP BIOINFORMATICS v v v v v v v v

3.10 ALGORITMUS G4HUNTER

Nastroj bioinformatics pro hledani kvadruplexu vyuziva algoritmu ptivodné zverejnéného v
clanku Re-evaluation of G-quadruplex propensity with G4Hunter. Z biologického hlediska se
jedna o vyhledavani mist bohatych na guanin, kde by se mohly tvorit kvadruplexy.
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Dle algoritmu je guaninovym bazim pfifazovana kladna hodnota a cytosinovym bazim
hodnota zaporna. Jednotlivé baze pred samotnym ohodnocenim jsou nejdfive umistény do
skupin bezprostfedné sousedicich bazi. Pokud ma skupina pouze jednu bazi, je ji pridélena
hodnota +1 pripadné -1. Pro skupinu citajici dvé baze pak +2 nebo -2 aZ do poctu Ctyr bazi,
kdy i pro vétsi skupiny je volena hodnotici hodnota maximalné +4 prfipadné -4. Pro takto
ohodnocené baze v délkové definovanych oknech je pak vypocten aritmeticky primér a
stanoveno vysledné skore. Dle hodnoty skore pak mohou byt oblasti filtrovany pomoci
zvoleného prahu. Vysledné vytifidéné a ohodnocené oblasti pak jsou spojovany, pokud jsou
sousedni, a je jim spoCteno nové skore, ale jiZz pro jinou délku okna. Ukazku vypoctu nad
nekolika sekvencemi shrnuje tabulka niZe viz tab. 2. [17]

Tab 2: Vypocet g4hunter skore pro vybrané sekvence [17]

SEKVENCE OHODNOCENT PRUMER SKORE
ccc -3-3-3 -9/3 -3
GGGGGG 4+4+4+4+4+4 24/6 4

ATGGATGGATGATGAT | 0+0+2+2+0+0+2+2+0+0+1+0+0+1+0+0 10/16 0.625

3.11 NASTROJ G4KILLER

Nastroj g4killer ma za ukol sniZeni skore zadané sekvence. Pomoci prohledavani stavového
prostoru zameénuje v sekvencich baze guaninu za znak W s nulovou hodnotou. Pro kaZdou
pozménénou sekvenci je poté spoCtena hodnota skére pomoci algoritmu g4hunter. Proces
postupuje stavovym prostorem aZ do okamZziku dosaZeni poZadované hodnoty. [17]

3.12 ALGORITMU P53 PREDICTOR

Tento algoritmus pocita rozdil v hodnoté afinity k proteinu p53 vzhledem k referencni
sekvenci. Jako idedlni sekvence byla experimentalné dle ¢lanku Algorithm for prediction of
tumour supressor p53 affinity zvolena sekvence GGACATGCCCGGGCATGTCC. Dle
predlohové tabulky s vypoctenymi koeficienty pro jednotlivé baze definuje afinitu vazby k
proteinu p53 viz tab. 3. Tabulka vsak ilustruje pouze prvnich pét bazi z divodu rozmeérnosti
tabulky.

Tab 3: Predlohovd tabulka afinity k p53 proteinu [18]

NEJVETSI 1 2 3 4 5

AFINITA

(AlogKa) G G A/G C A
A 0.05 0.03 0.00 0.59 0.00
T 0.07 0.10 0.15 0.31 0.21
G 0.00 0.00 0.00 0.55 0.28
C 0.11 0.18 0.40 0.00 0.47
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Pro predloZenou sekvenci je pak pomoci nasledujiciho vzorce (1) spoctena hodnota predikce
vazby. Hodnota AlogK, zna¢i hodnotu rozdilu od maximalni hodnoty afinity. Hodnota
referencni afinity je stanovena pro jiZ zminénou sekvenci -7.51. [17, 18]

log K,(x)=logK ,(ref )+ Y_ Alog K, (i, N) (1)

3.13 ALGORITMUS PALINDROME ANALYSIS

Algoritmus, jak je jiz uvedeno v nazvu, hleda tzv. palindromy. Funkce nejdfive provede vybér
testované casti sekvence, pro kterou se hleda inverzni repetici. U pfimo navazujicich casti
fetézce se provede vybér porovnavané sekvence, u které je provedeno odvozeni
komplementarnich bazi. Porovnavana Cast je poté invertovana a srovnana s testovanou. Pokud
je testovany a porovnavany fetézec shodny, zafadi se do vystupni mnoZiny palindrom.
Pokud shoda neni, zvétSi se rozestup mezi testovanou sekvenci a novou porovnavanou
sekvenci o +1. Volba velikosti maximalnich rozestupti je mozna pomoci volby parametru
spacer. Algoritmus kromé moZnosti volby parametru spacer umoZiuje i volbu poctu
odliSnych bazi v porovnavané sekvenci. Nasledujici tabulka ilustruje ukazku nalezeni
palindromu nad sekvenci viz tab. 4. [16, 17]

Tab 4: Ukazka vysledku algoritmu palindrome analyser [17]

SEKVENCE GGACATGCCCGGGCATGTCC
VYBER TESTOVANE SEKVENCE GGACATGCCC
VYBER POROVNAVANE SEKVENCE GGGCATGTCC

REVERZE POROVNAVANE SEKVENCE GGGCATGTCC | CCCGTACAGG
INVERZE POROVNAVANE SEKVENCE GGGCATGTCC | GGACATGCCC

1: GGACATGCCC
POROVNANI SEKVENCI [TTELTT)
20:  GGACATGCCC
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4 PREHLED POUZITYCH TECHNOLOGII

V pribéhu tvorby této prace bylo pouZito nékolik niZe zminénych technologii. V prvni
poloviné této kapitoly bude vénovana pozornost predevsim technologiim pouZitym na strané
obsluhované aplikace. Druha polovina pojednava predevSim o prostfedcich spjatych se
samotnym vyvojem aplikace API wrapperu.

4.1 JAVA

Aplikace bioinformacics je vytvorena pomoci programovaciho jazyka Java. Tento jazyk je
objektové orientovany vyvinuty firmou Sun Microsystems v roce 1995. Typicky je
kompilovan to bytecode, ktery je provozovan na tzv. Java virtual machine (JVM) nezavislé na
architekture pocitace.

Pro tvorbu REST API bylo pouZito framework Spring. Jedna se o open-source
aplikacni framework pouZivany na platformé Java EE (Enterprise Edition). Pro automatizaci
byl pouZit jazyk Gradle zaloZeny na jazyce Groovy. Oba tyto zminéné jazyky jsou navrZeny
pro platformu Java. [19]

4.1.1 REST API

REST je zkratkou pro Representational State Transfer. Jedna se o architekturu rozhrani
pracujicich v distribuovanych prostfedich. Toto rozhrani je pak pouZito jako standardizovany
pristupovy bod pro jednotlivé aplikace, které pomoci volani HTTP metod ziskavaji/predavaji
potfebna data pro svoji ¢innost viz obr. 7.

Rozhrani implementuje Ctyfi zakladni metody popsané zkratkou CRUD. Tedy Create
pro vytvareni, Retrieve pro ziskavani, Update pro aktualizaci a Delete pro mazani dat na
serveru. KaZzdad metoda ma vlastni adresu a mnoZinu pozZadavki s ni spojenou. Komunikacni
protokol je postaven na bazi klient server. KaZzdy poZadavek musi obsahovat vSechny
informace pro jeho vykonani protoZe server jako takovy je bezstavovy. [20, 21]

Jako hlavni format pro komunikaci s Api je pouZit JSON (JavaScript Object Notation).
JSON je formét pouZivany pro vyménu dat. Je jednoduSe Citelny, snadno analyzovatelny a
strojové generovany. Od svého vzniku je zaloZen na dvou zakladnich strukturach:

* Kolekce parti nazev hodnota v programovacich jazycich realizovanych jako:
o slovnik (dictionary)
© hash tabulka
o struktura apod.
» Sefazeny seznam hodnot realizovany prevazné jako
o pole
o vektor
o list apod.
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REST API Design

(] =@

Client
-

Database Database Data

Obr 7: Schéma architektury REST API [21]

4.2 PYTHON

Programovaci jazyk Python je vysokouroviiovy programovaci jazyk, ktery byl navrZen v roce
1991. Je dynamicky interpretovany, tzn. Ze kod je prekladan aZ pfi béhu programu. Samotné
jadro jazyka Python je implementovano v jazyce C.

Python podporuje proceduralni, funkcionalni a objektové paradigmata. Dale je jazyk
dynamicky typovany s automatickou spravou pameéti. V dobé tvorby této prace byly dostupné
dvé aktualni verze, a to 2.7.16 a 3.7.2. Ty jsou vSak vzdjemné nekompatibilni a pro konverzi
projektt je tieba znacnych zmén v syntaxi. Pro tvorbu projektu byla pouZita verze 3.6 s
moznosti pouZiti i ve verzi 3.7. Python je hojné pouZivan v oblasti datové analytiky,
strojového uceni, vyvoje serverovych aplikaci a dalSich. Z divodu velké oblibenosti a
pomérné jednoduché syntaxe je velice oblibeny v akademické sfétfe, proto byl zvolen i pro
tvorbu tohoto projektu. [22, 23]

4.2.1 JUPYTER NOTEBOOK

Projekt Jupyter je neziskovy open-source projekt vznikly v roce 2014 z ptivodniho IPython
projektu. Nastroj Jupyter Notebook je webovou aplikaci typu klient server a tedy rozhranim
mezi konzolovou verzi jazyka Python a webovym editorem. V interaktivnhim prostredi
uZivatel tvori kod, u kterého ma& moZnost okamZité kontroly vystupu. Zdrojové kédy jsou
béhem tvorby ukladany do samostatnych soubori a mohou tak byt znovu vyuZity a déle
sdileny. Instalace mtize byt nasazena v lokalnim prostredi pfipadné na vzdaleném serveru viz.
Google Colaboratory a IBM Watson Studio. Projekt podporuje pres Ctyficet programovacich
jazykt vcetné velice oblibeného jazyka R. [24]
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5 PROJEKTOVA PRIiPRAVA

V nasledujici kapitole je shrnuta potfebna projektova priprava skladajici se ze stanoveni cilt
projektu, objektového navrhu celé aplikace, studiua dokumentace REST API webové aplikace
Palindrome analyser a G4 hunter. V neposledni fadé se autor vénuje navrhovym vzortim
pouZzitych pfi vyvoji.

5.1 SPECIFIKACE PROJEKTU

Software musi byt navrZzen vzhledem k uzivatelim, ktefi jsou prevaziné pracovnici bez
patfi¢né programatorské kvalifikace. Proto musi byt navrhnut tak, aby spousténi zvolenych
analyz probihalo co nejvice automaticky bez nutnosti vnéjsich zasahd.

5.1.1 FUNKCNi POZADAVKY

* Prihlaseni se na uZivatelsky ucet

* Vypis vSech nahranych sekvenci

* MozZnost nahrani sekvenci z NCBI databaze nebo textového souboru
* Funkce hromadného zadani analyz nad skupinou sekvenci

* Vypis vSech hotovych analyz

* Zobrazeni vysledki a jejich pripadny export

5.1.2 NEFUNKCNI POZADAVKY

* Vysoky stupeil automatizace
* Rozsifitelnost o dalsi analyzy
» UdrZitelnost — vhodné rozdéleni do komponent

5.2 APLIKACE API WRAPPER

Cilem aplikace je, jak uz bylo zminéno v zadani, umoznit uZivateli jistou miru automatizace
pri zadavani jednotlivych analyz lokalnich struktur. Z tohoto divodu byla vytvorena aplikace
typu API wrapper. Komunikace a zpracovani dat je provadéno automaticky a uZivatel
interaguje s aplikaci pomoci voldni metod centralniho objektu, ktery si sam vytvori v
programovacim prostiedi. Pfedavani dat probihd pomoci tabulkovych objekti z knihovny
pandas.
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5.2.1 NAVRHOVY VZOR FACADE PATTERN

Facade pattern je navrhovy vzor pouZivany v oblasti objektového programovani. Vzor
obsahuje centralni objekt zprostfedkovavajici unifikované rozhrani pro celou skupinu t¥id.
Centralizaci se sniZi pocet tfid jednotlivych subsystémdi, se kterymi musi uZivatel interagovat.
Zvoleny navrhovy vzor urychluje proces uceni se daného softwaru, avSak omezuje jeho
flexibilitu. Konkrétni pouZiti je zobrazeno na obr. 8.

V projektu je komunikace s uzZivatelem zprostfedkovavana pomoci centralniho objektu
Api, ktery umozZnuje volani jednotlivych metod a interakci s uZivatelem pomoci knihovny
pandas. Tato knihovna je soucasti vétSiny standardnich ndastrojli v oblasti strojového uceni a
zpracovani dat. [25]

Api

+user: User
+sequence: Sequence
+gdhunter: GdHunter 1
+g4dkiller: G4Killer

1 |+p53:P53

+palindrome: Palindrome

1 1 1 1 1
GaKiller G4Hunter P53 Sequence Palindrome
+analyse_creator() +load_results() +analyse_creator() +load_data() +load_results()
+analyse_creator() +ext_creator() +analyse_creator()
+export_csv() +nebi_ereator() +export_csv()
Apilnterface
+oad_all()
+oad_by_id()
b +delete() <

Obr 8: UML diagram ndavrhového vzoru facade pattern

5.2.2 DOKUMENTACE API (SWAGGER)

Aplikace Palindrome analyser a G4hunter maji své REST API rozhrani dokumentované
pomoci open source baliku Swagger. Tento balik obsahuje celou fadu nastroji pro tvorbu
standardizované dokumentace, testovani a vizualizaci ve webovém rozhrani. Jedna se o hojné
vyuZzivany nastroj predevsim v oblasti vyvoje tzv. RESTful services. [20, 21] Dokumentace je
provedena formou HTML stranky s moZnosti pfimé komunikace s danou aplikaci. UZivatel je
tak schopen testovat cilové endpointy a zaroven i uZivatelsky testovat chovani RESTového
rozhrani.
V dokumentaci jsou pro jednotlivé endpointy specifikovany tyto parametry:

 HTTP metoda GET, POST, PUT apod.

* Adresa endpointu napr. api/analyse/g4hunter

* Parametry endpointu, JSON formét zpravy

» Format odpovédi, response content type, status code apod.
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5.3 OBJEKTOVY NAVRH PROJEKTU

Struktura programu je sloZzena ze dvou hlavnich komponent. Caller objekti pfimo se

dotazujicich API a interface objektl, které zprostfedkovavaji rozhrani pro pouZziti knihovny

pandas. Cela tato struktura je uzaviena do tfidy Api, jak jiZ bylo zminéno vySe.

5.3.1 NAVRHOVY VZOR FACTORY METHOD PATTERN

Z dtivodu vétsi flexibility byl pro konstrukci tfid volajicich jednotlivé pristupové body pouzit

objektovy navrhovy vzor factory method pattern. Tento navrhovy vzor je pouZit pro tvorbu

objektti, ze kterych je v Casti interface vytvoren vysledny pandas dataframe. Princip spociva v

delegaci tvorby instance tfidy konstruktorem na jinou metodu tzv. Factory method, ktera dle

algoritmu rozhoduje o tom, jaky objekt tfidy bude vytvoren. Na UML diagramu niZe lze

spatfit objektovy navrh jednotlivych factory class pro analyzy. Stejny postup byl zvolen i pfi

vytvareni objektl sekvenci viz obr. 9. [25]

AnalyseFactory

+analyse: obj

i

+create_analyse()

2\

i

G4HunterAnalyseFactory

PalindromeAnalyseFactory

PS3AnalyseFactory

+create_analyse()

+create_analyse()

+create_analyse()

Obr 9: UML diagram ndvrhového vzoru factory method

54 DIAGRAM AKTIVIT — SPUSTENI ANALYZY

Pro spusSténi nové analyzy musi byt uZivatel fadné prihlaSen ke svému uZivatelskému tuctu,

pripadné miZe vyuZit hostitelsky tcet, kde vSak nema dostupné dfive nahrané sekvence.

Zakladni tok:

oA wWwN e

UZivatel vytvori instanci objektu Api a provede prihlaseni

Ze seznamu nahranych sekvenci vybere vhodné pro analyzu
Zvolené sekvence vloZi jako jeden z parametrii do metody sekvence
UZivatel spusti analyzu, priibézné je o stavu zpravovan stavovym fadkem
Ze seznamu dokoncenych analyz vybere Zadané analyzy
Zvoli moZnost zobrazeni dat pripadné export do csv souboru
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Alternativni tok:

2.2.  Pokud nejsou sekvence dostupné, zvoli jednu z nabizenych moZnosti importu
novych sekvenci

Na nasledujicim diagramu aktivit je shrnut cely proces vypracovani jednoduché
analyzy nad vzorkem vybranych sekvenci viz obr.10.

PiihlaSeni
OZivatelského GEtu

Vypis sekvenci

Sekvence nahrané?

Ano

Mahrani nnvy’ch

sekvenci

Plain text file
nebo FASTA
format

=

[ Z NCBI da‘tahéze] [ Ze souboru ]

Doba béhu analyzy

Export vysledki

Obr 10: Sekvencni diagram priibéhu analyzy
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5.5 ANALYZA SOUCASNEHO STAVU REST API

V této podkapitole jsou shrnuty jednotlivé endpointy RESTového rozhrani, které byly pouZzity
pri tvorbé. Dokumentace je dostupnd na adrese http://bioinformatics.ibp.cz:8888/swagger-
ui.html#/, kde jsou uvedeny vSechny poZadavky pro provedeni dotazti nad zvolenymi
funkcemi. Dokumentace je rozdélena do ctyt hlavnich kategorii:

* /api/analyse

* /api/sequence

* /api/user

* /api/jwt-controller

Funkce pod zastitou adresy /api/user jsou obecné pouZivané pro registraci a odstranéni
uZivatele. Dale funkce obsahuji moZnost zmény Ci resetovani hesla. Tato funkcionalita vSak
nema byt soucasti aplikace api wrapper, a proto tyto endpointy nejsou v projekty vyuZity. V
prvnim kroku analyzy je nutné umozZnit prihlaseni do uZivatelského uctu. Tzn. je nutné
obstarat JSON Web Token, ktery slouZi pro autentizaci a autorizaci uZivatele. Tyto funkce se
nachazi pod endpointem /api/jwt-controller. Dvé potfebna rozhrani zobrazuje tab. 5. [17]

Tab 5: Pristupové body pro obsluhu JSON web tokenti

ADRESA METODA FUNKCE
/api/jwt PUT Vytvoreni tokenu pro registrovaného uzivatele.
/api/jwt POST Vytvoreni tokenu pro host uzivatele.

V druhém nasledném kroku po autentizaci uZivatele je nutné nahrat zvolené sekvence.
Funkce jsou dosaZitelné na adrese /api/sequence. Rozhrani obsahuje tfi moZné scénare pro
nahrani sekvence, dale funkcionalitu pro zobrazeni vSech ¢i jedné zvolené sekvence.
MoZnosti upravovani tzv. tagli nebudou implementovéany, protoZe nejsou pro funkcnost
dtlezité. Nahrani sekvence jako souboru rovnéz nebude implementovano, protoZe se tzce
prekryva s textovym vstupem. Nahrani souboru tak bude FeSeno programové otevienim
daného souboru. Posledni zmifiovany endpoint slouZi pro vypsani dat zvolené sekvence.
Zpracovavana rozhrani jsou zobrazena v tab. 6. [17]

Tab 6: Pristupové body pro obsluhu sekvenci (vybeér)

ADRESA METODA FUNKCE
/api/sequence GET Kompletni vypis sekvenci.
/api/sequence/id GET Vypis sekvence dle id.
/api/sequence/id DELETE Smazani sekvence dle id.
/api/sequence/import/ncbi POST Import z NCBI databaze.
/api/sequence/import/text POST Import z textového retézce.
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V posledni etapé analyzy je nutné jeji spuSténi nad zvolenou sekvenci. Tyto funkce
jsou dostupné pod adresou /api/analyse/. Vzhledem k nastavené politice unifikace
jednotlivych analyz je patrné, Ze pristupové body pro g4hunter i palindrome analyser budou
identické. Proto v nasledujici tabulce jsou uvedeny adresy bez specifikovaného druhu analyzy
viz. tab. 7. [17]

Tab 7: Obecny vzor pristupovych bodti pro obsluhu analyz

ADRESA METODA FUNKCE
/api/analyse/{funkce} GET Kompletni vypis sekvenci.
/api/analyse/{funkce} POST Vytvofeni analyzy.

/api/analyse/{funkce}/id DELETE Smazani analyzy dle id.
/api/analyse/{funkce}/id GET Vypis analyz dle id.

Funkce jako je export do souboru csv jsou specifické pro konkrétni analyzy a nejsou
zde déle specifikovany. Posledni dostupné funkce této aplikace jsou g4killer a p53 predictor.
V pripadé g4killeru se jedna o funkci pro sniZovani tzv. gscore v predloZené sekvenci. V
pripadé funkce p53 predictor je pocitdna hodnota afinity k tomuto proteinu. Ve Swagger
dokumentaci je specifikovan pro tuto funkci pouze jediny endpoint vykonavajici kompletni
funkcnost viz. tab. 8. [17]

Tab 8: Pristupove body pro g4killer

ADRESA METODA FUNKCE
/api/analyse/gdkiller POST Spusténi gdkiller nad sekvenci.
/api/analyse/p53predictor POST Spusténi p53pred. nad sekvenci.

DalSim moZnym vystupem z aplikace jsou tzv. heatmapy. Jedna se o vizualizace
vyskytl jednotlivych lokélnich struktur v celé sekvenci DNA. Heatmapy je mozné ziskavat
ve dvou variantdch a s daty o poctech vyskyti lokalnich struktur v segmentu sekvence,
pripadné s procentuadlnim vyjadrenim vzhledem k délce segmentu. Data jsou v aktualni verzi
pristupna pouze pro endpoint g4hunter viz. Tab 9. [17]

Tab 9: Pristupovy bod pro ziskani heatmapy

ADRESA METODA FUNKCE
/api/analyse/{funkce}/{id}/heatmap GET Ziskani dat heatmap.
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6 REALIZACE PROJEKTU

Tato kapitola se zabyva konecnou realizaci projektu. V prvni Casti popisuje zvolené knihovny
s kratkym popisem a pfipadnym zdlivodnénim jejich vybéru. V druhé poloviné kapitoly je
ilustrovan priklad pouZiti a popisuje se zde zvolené rozhrani aplikace.

6.1 KNIHOVNY V PRODUKCNI CASTI A PIPENV

Pri realizaci byly pouZity i nékteré externi knihovny. Ty byly voleny z divodu zlepSeni
udrZitelnosti kodu i vétSi bezpecnosti. Pro jednodussi spravu knihoven byl vybran nastroj
pipenv. Tento nastroj automaticky s tvorbou projektu vytvari své vlastni izolované virtualni
prostiedi, spravuje kompletni strom zavislosti jednotlivych knihoven a nabizi dalSi nastroje
pro obsluhu knihoven. Nastroj ddle umoziiuje i bezpec¢nostni kontrolu nainstalovanych baliki
a v pripadé zjisténych znamych bezpecnostnich hrozeb nabizi konkrétni reSeni.

6.1.1 REQUESTS A REQUESTS TOOLBELT

V projektu se predevSim operuje s funkcemi nad HTTP protokolem. Zejména v otazce
komunikace s REST API aplikace. Z tohoto diivodu bylo nutno zvolit nékterou z moznych
knihoven realizujicich tyto funkce. Jak jiZ je uvedeno v ndzvu, byla vybrana knihovna
requests. Requests byla zvolena z diivodu jeji jednoduché pouzitelnosti, dale z divodu dobré
dokumentace a snadného pouZziti. Druha zminéna knihovna nabizi implementaci nékterych
funkci, které nejsou obsazeny v plivodni implementaci requests. V projektu byla pouZzita
pouze jedind funkce, a to MultipartEncoder pro odesilani souborti sekvenci na API.

6.1.2 PYJWT A JSON WEB TOKEN

JSON Web Token (JWT) je otevieny primyslovy standart zdokumentovany v RFC7519.
Informace jsou zakddovany ve formé JSON objektu, ktery je poté prenaSen v textové formé v
hlavicce HTTP operace. Po prihlaSeni uZivatele na strané API se vytvori tzv. token. Ten
obsahuje informace o uZivateli, Cas vytvoreni a Cas expirace. Samotny objekt je pak podepsan
dvojici kli¢h, vefejnym a privatnim. Z toho vyplyva, Ze pouze strana API miiZe tento token
vytvorit, a tedy i podepsat privatnim klicem. Strana API pak vykonava prikazy pouze pro
uZivatele, ktefi predloZili podepsané tokeny, které neprosly datem expirace. [26]

Z divodu nutnosti autorizace a ziskavani zakladnich dat o uZivateli a obsluhu JSON
web tokenli byla vybrana knihovna PYJWT. Tato knihovna podporuje obé strany
komunikace, a to jak produkcni, ktera vlastni privatni kli¢, tak i konzumentskou, ktera se
pomoci tokenu autorizuje. V projektu je vyuZita pouze Cast konzumni, kdy se jednotlivé
piikazy podepisuji timto objektem. Schéma komunikace pomoci JSON web tokenu je
vyobrazeno na obr. 11.
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Server

1. POST /users/login with username and password

2. Creates a JWT

3. Returns the JWT to the Browser with a secret

4. Sends the JWT on the Authorization Header

5. Check JWT signature.
Get user information
6. Sends response to the client from the JWT

Obr 11: Schéma principu funkce JSON web tokenu [26]

6.1.3 PANDAS

Pandas je, jak jiZ bylo zminéno v predchozi kapitole, hlavhim komunika¢nim kanalem mezi
uzivatelem a API. Jedna se o open source nastroj poskytujici vysokou vykonost, flexibilitu a
jednoduché pouZiti v aplikacich zaméfenych na datovou analytiku. Jak jiZ bylo zminéno vyse,
knihovna pandas byla zvolena z divodu jednoduchého pouziti a prehledné interpretace ve
formé tabulkovych hodnot.

6.1.4 MATPLOTLIB

Knihovna Matplotlib je zaintegrovana do vétSiny dostupnych nastroji z oblasti datové
analytiky. V pripadé pouzZitych produkcnich knihoven je tizkd nadvaznost na predchozi
zminéné tabulkové objekty nastroje pandas. Matplotlib je v projektu pouZit za ucelem
vytvafeni dvourozmérnych grafickych interpretaci, naptiklad tzv. heatmap pfi analyzach
G4hunter. Knihovna podporuje praci v interaktivnim prostfedi Jupyter notebook a je dobte
zdokumentovéna. Z téchto diivodi byla také zvolena pfi finalni realizaci projektu.

6.1.5 TQDM

Knihovna tqdm nema pfimy vliv na funkcnost celého projektu. Z procesu zpracovani
sekvence vyplyva nutnost upozornit uZivatele na probihajici proces vypoctu analyzy a na
uroven dokonceni. Z tohoto diGvodu volba padla na vizualizaci pomoci stavového fadku.
Nastroj tgdm umozZiuje v prostfedi Jupyter notebook konfigurovat a pomoci programové
logiky nastavovat chovani tohoto indika¢niho prvku. Volba je zdiivodnéna pouze z
estetického hlediska a nema na konec¢nou funkcnost velky vliv.
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6.2 KNIHOVNY POUZITE PRI VYVOJI

V nékolika nasledujicich odstavcich se prace vénuje knihovnam, které byly pouZity pouze pri
vyvoji. Tyto nastroje jsou dostupné pro instalaci pouze v repositari aplikace a nejsou tak
uvoliiovany spolecné s produkcni verzi. VSechny zminéné nastroje slouZi pro zlepSeni kvality
a spolehlivosti kodu aplikace.

6.2.1 PYTEST

Pro vytvareni automatickych unit testi padla volba na knihovnu pytest. Ta podporuje
vytvareni parametrizovanych testli a je dobre integrovana do vyvojového prostiedi Pycharm,
které bylo vyuZito pri tvorbé projektu. Mezi dalsi vyhody knihovny patfi automaticka
lokalizace souborti s testy pro automatické spousténi, detailni vypis chyb pravé spusténych
testli a dobfe zpracovana dokumentace.

6.2.2 VCR.py

Spusténé automatické testy sleduji hodnoty dat, ktera jsou navracena po provedeném volani
aplikace ibp analyser. Testy proto musi byt napsany tak, aby nebyly pfiliS rychlé vzhledem k
RESTovému rozhrani a neprovedly zmény bez patficného navréaceni pivodniho stavu. Z
diivodu neménnosti navracenych dat byla zvolena technika tzv. server mocking. Jedna se o
techniku, kdy je pomoci objektu simulovano chovani realného objektu. V tomto pfipadé se
volany objekt chova jako samotné API a na volané ptikazy odpovida stejnym zpisobem. To
umoziuje rychlejsi odbaveni jednotlivych testti a zaroven neovlivni stav skutecné aplikace.

Z dtivodu velkého mnozZstvi volani byla zvolena knihovna VCR.py. Tato knihovna
oproti konkurenénim dokaze automaticky zaznamenat sitovy provoz do tzv. kazet a v pripadé
dalSiho spusSténi namisto skutecného volani ptredloZit vysledek uloZeny na kazeté. Kazety se
skladaji z jednoduchych JSON objektt, které jsou pak uloZeny ve sloZce s testovacimi skripty.
Diky této technice se doba testovani zkratila z desitek sekund na sekundu jednu.

6.2.3 BLACK

Black je nastroj pro automatické formatovani zdrojového kodu podle standartu PEPS.
Dokument PEP8 a PEP257 stanovuji konvence pro psani zdrojového kodu aplikaci a jejich
dokumentace. Smérnice definuje pouzité styly psani komentaiti, definici odsazovani, pouZité
kdédovani zdrojovych souborti a mnoho dalsiho. Obecné v python komunité existuje tizus na
uZivani téchto doporuceni. Takto naformatovany kéd aplikace vypada ve vSech zdrojovych
souborech stejné a tim se i zlepSuje udrZitelnost aplikace pro dalsi vyvoj. [22] Formatovani
nastrojem black bylo stejné jako u pfedchoziho TQDM voleno pouze z estetickych dtavodi.
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6.2.4 PYLINT A COALA BEARS

Tyto dva posledni zminované néstroje patii do kategorie tzv. linterd. Ty pomoci statické
analyzy zdrojového kodu aplikace dokazou vyhodnotit droveni komplexnosti kodu, poruSeni
doporucovanych stylistickych pravidel viz PEP8, vyhodnoceni chyb, podezielych konstruktti
a doporucit feSeni jednotlivych problémi. I pres Castecné prekryti byly zvoleny tyto dva
nastroje z diivodu vhodného vzajemného se dopliiovani.

6.3 DISTRIBUCE APLIKACE

Jak je uvedeno v zadani diplomové prace, aplikace ma byt dostupna pro instalaci pomoci
instalatoru balickt pip. Aby mohla byt aplikace takto distribuovéana, je ji nutné uverejnit v
repositari Python Package Index (Pypi). Jedna se o verfejné dostupny zdroj obsahujici vice nez
sto sedmdesat tisic balikii k datu tvorby prace. Pfed nahranim projektu je nutné sestavit
soubor setup.py. [22]

setup(
name="dna_analyser_ibp",
version="1.4",
description="DNA analyser API wrapper tool for Jupiter notebooks.",
long_description=long_description,
long_description_content_type="text/markdown",
author="Patrik Kaura",
author_email="160702@vutbr.cz",
keywords="dna, ibp, quadruplex, gd4hunter, gd4killer, palindrome, p53"
license="GPLv3",
url="https://gitlab.com/PatrikKaura/DNA_analyser_IBP/",
packages=find_packages(),
install requires=["requests", "pandas", "tqdm",
"pyjwt", "matplotlib", "requests_toolbelt"],

classifiers=[

"Intended Audience :: Education",

"Intended Audience :: Science/Research",

"License :: OSI Approved :: GNU General Public License v3 (GPLv3)",

"Operating System :: 0S Independent",

"Programming Language :: Python",

"Programming Language :: Python :: 3",

"Programming Language :: Python :: 3.6",

"Programming Language :: Python :: 3.7",

"Topic :: Scientific/Engineering :: Bio-Informatics",
1,

zip_safe=False
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Do souboru setup je nutno, jak je patrné z ukazky vyse, vyplnit zakladni popis projektu jako
je jméno, nahledovy popis, dlouhy popis, tj. soubor README.MD, licenci a dalSi parametry.
Nutno je také z divodu jednodussi vyhledatelnosti v seznamu repositafe vyplnit tzv.
klasifikatory. V neposledni fadé je vyplnén udaj o prenasSenych zavislostech viz. parametr
install_requires. Ten lze nastavit rucné metodou zvolenou v tomto pripadé nebo pomoci
requirement souboru. Soubor vsak nebyl vyuZit z divodu odliSné prace se zavislostmi viz.
podkapitola zabyvajici se nastrojem pipenv.

Pro nahrani projektu bylo vyuZito nastroje twine. Tento jednoduchy nastroj umoZiuje
zaregistrovat, pomoci souboru setup zabalit a odeslat novou verzi souboru do repositare. Cely
balik je tak dostupny na adrese https://pypi.org/project/dna-analyser-ibp/ a to v aktualni verzi
1.4, ktera je posledni k datu tvorby dokumentu.

6.3.1 VOLBA LICENCE PRODUKTU

Spolecné s distribuci vyvstava otazka s volbou licence, kterou je projekt zastitén v open-
source repositari python balikd pypi. Volba byla usnadnéna pomoci rozcestniku na webové
strance  https://choosealicense.com/. Tento webovy zdroj zprostfedkovava formou
jednoduchého rozcestniku informace o aktualné pouzivanych licencich. Z divodu uzké
navaznosti na vyvoj s API byla zvolena forma licence, u které vSechny odvozené projekty
museji zvefejiovat své zdrojové soubory. Zvolena tedy byla licence GNU General Public
License v3.0 ve znéni z roku 2007. Pro zjednoduSeni nasledujici tab. 10 popisuje prava a
limity v pouZivani softwaru.

Tab 10: Tabulka obsahujici parametry licence GPL-3.0 [27]

Komeréni uziti

Distribuce
POVOLENO Modifikace
Patentové uziti

Privatni uziti

Otevreny zdrojovy kéd

Nutnad zminka plvodni licence

PODMINENO , , ,
Publikovani pod stejnou licenci
Dokumentace zmén oproti originalu
Spolehlivost
NEGARANTOVANO )
Zaruky
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6.4 UKAZKA JEDNODUCHE ANALYZY G4HUNTER

V této podkapitole je popsan postup vytvoreni jednoduché analyzy guaninového kvadruplexu
nad nahranou sekvenci chromozomu Homo sapiens GRCh38.p12. V prvnim kroku je nutné
nainstalovat balicek dna-analyser-ibp z repositare pypi, a to pomoci jednoho z nasledujicich
prikaz.

‘ pipenv install dna-analyser-ibp ‘

‘ pip install dna-analyser-ibp

V druhém kroku je importovana a vytvorena instance objektu Api. Pfi jeji inicializaci
jsou vyplnény uZivatelské tdaje. Objekt umozZiuje zménu serveru, na ktery se poZadavky
budou odesilat. V aktudlni verzi je vychozi hodnota nastavena na adresu lokalni instance
serveru. Problematika bezpecného zadavani prihlaSovacich udajt je shrnuta v kapitole 5.4.

from DNA_analyser_IBP.api import Api

API = Api()

from DNA_analyser_IBP.api import Api

API = Api(server='http://hostname:port/api')

Ve treti etapé procesu je nutné nahrat poZadovanou sekvenci. Jak jiZ bylo zminéno na
zaCatku podkapitoly, bude nahran chromozom Homo sapiens. Tento vzorek nahrajeme z
databaze NCBI, a to z dtivodu jednodussi manipulace.

API.sequence.ncbi_creator(circular=True,
tags=['Homo', 'sapiens', 'chromosome'],
name='Homo sapiens chromosome 12',
ncbi_id="NC_000012.12")

Sequence Homo sapiens chromosome 12 uploading: 100 % uploaded

V predposlednim kroku uloZime tabulkovy objekt sekvence do proménné, kterou
nasledné poskytneme metodé vytvarejici analyzu. V metodé dale vyplnime hodnoty nutné pro
spusténi analyzy, a to threshold a window size.

sapiens_sequence = API.sequence.load_all(filter_tag='Homo')

API.g4hunter.analyse_creator(sequence=sapiens_sequence,
tags=['test', 'Homo', 'sapiens'],
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‘ threshold=1.4, window_size=30)

‘ Analyse Homo sapiens chromosome 12 processing: 100 % processed

Posledni krok exportu je obdobny se spuSténim g4 hunter analyzy. Stejné jako v tomto
kroku uloZime vysledek analyzy (tabulkovy objekt pandas) do proménné a tu poté
poskytneme metodé zobrazujici vysledky. Z diivodu nutnosti omezeni vstupu na jednu
konkrétni analyzu je nutné pomoci prikazu iloc prevést tabulku (dataframe) na objekt sloupce
(series).

sapiens_result = API.g4hunter.load_all(filter_tag=['Homo'])

API.gdhunter.load_results(
gdhunter_analyse=sapiens_result.iloc[0])

Po zavolani ptikazu load_results se uZivateli zobrazi vysledky G4 analyzy viz tab. 11.

Tab 11: Tabulka s vystupem analyzy g4hunter

ID | POSITION | LENGTH | SCORE | ABS_SCORE SEQUENCE SUB_SCORE
1.44,1.44,

1 57258 28 1.321 1.321 TTTGGGGAATGACATTTTATGGGGGAGA | . * ' "
1.44,1.4,1

2 63308 28 1.321 1.321 GAGATGGGGTTGATCTTAGGGAGGGAAG 412

3 63313 25 1.399 1.399 GGGGTTGATCTTAGGGAGGGAAGCG 1.4

4 63694 27 -1.296 1.296 GCCAATACCCCAGTATGTCCCCCAGTT | '418'4'1' 4

5 72097 25 -1.440 1.440 CCAAAACCCTAGTTAATATCCCCCC -1.44

6 82858 25 -1.440 | 1.440 CCAAAACCCTAGCTGATATCCCCCC -1.44
1.44,1.44,

7 84108 29 1.275 1.275 | CAAGGGTGTGTGGGGCCGTGGGAGGCATG | ' "

Nasledny export vysledkli pro analyzu prekryti s ptivodni anotovanou sekvenci viz
kapitola 6 je moZné jednoduSe provést prikazem csv_export. UZivatel vSak musi této funkci
poskytnout cestu do cilového adresare, kde maji byt data uloZena.

API.gdhunter.export_csv(
gdhunter_pandas=sapiens_result,
out_path="'/path/to/csv/result/dir")
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File created -» /path/to/csv/result/dir/Homo_sapiens_chromosome_12_{id}.csv

6.4.1 UKAZKA G4HUNTER HEATMAP

Spolecné s vysledky analyzy vznik4 i graficka interpretace vysledkd tzv. heatmapa. Ta
reprezentuje oblasti s vyskytem guaninovych kvadruplexti dvéma zptisoby. Celkovym poctem
kvadruplexti v daném segmentu a procentudlnim vyjadfenim vici poctu bazi v segmentu.
Vysledek je graficky prezentovan pomoci knihovny matplotlib, kterou pro vizualizace dat z
tabulkovych proménnych je nutné doinstalovat viz kapitola 5. NiZe je uvedena ukazka volani
s vyslednymi grafy viz obr. 12.

API.g4hunter.load_heatmap(
gdhunter_analyse=sapiens_result.iloc[0],
coverage=True, segment_count=31)

0.25 1 EEE coverage

0.20

0.15 1

coverage [%/100]

0.05

0.00 -

D - ™ m o= o W~ 0 — m [Tq] M~
S 24228 8523 RAANITHLERER

segments

Obr 12: Graf zobrazujici frekvencni rozlozeni vyskytii kvadruplexii

6.5 PROBLEMATIKA AUTENTIZACE UZIVATELE

V druhé etapé analyzy existuje poZadavek na ziskani uZzivatelskych pfihlasovacich tdajt.
Problém nastava pri jejich zpracovani. ProtoZe je stanoven predpoklad na prenositelnost
jednotlivych zdrojovych souborti mezi uZivateli, bylo nutno vyftesit problém s neustalym
mazanim téchto udaji pred samotnym sdilenim. Kdyby tyto ddaje byly soucasti inicializa¢ni
metody objektu Api, musel by uZivatel pred kaZzdym sdilenim smazat Cast dat vkladanych do
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této metody. Proto jsou tato data ziskavana jinak, a to pomoci vstupni metody input v pripadé
uZivatelského jména. A pomoci standardni knihovny getpass je ziskan tdaj s heslem k
uZivatelskému uctu. PriCemZ uZivatelské jméno neni citlivy udaj, proto je prfi psani
zobrazovano v oteviené formé. Naopak heslo je jiZ pri vkladani skryto a neni jej moZno poté
zkopirovat ze sdileného souboru analyzy. Udaje jsou obstardvany ve zdrojovém koédu viz
ukazka nize.

from DNA_analyser_IBP.api import Api

API = Api(server="http://hostname:port/api")

Enter your email user@example.cz
Enter your password e
User user@example.cz logged in: 2019-03-30 19:46:56.661376

6.6 UKAZKA NASTROJE G4KILLER

Nastroj G4killer je volan pouze pomoci jediné funkce objektu Api. Vstupem do této funkce
neni sekvence jako v pripadé standardni analyzy, ale pouze textovy fetézec, nad kterym je
spocteno nové skdre. Dale je nutné zvolit cilenou hodnotu gscore, ktera bude pomoci nastroje
dosaZena. Stejné jako v predeslé ukazce je nutné prihlaseni uZivatele viz ptiklad vySe. Ukazka
volani metody a zobrazeny vysledek 1ze yhlédnout niZe viz tab. 12.

API.gdkiller.analyse_creator(
origin_sequence="'AATTATTTGGAAAGGGGGGGTTTTCCGA',
threshold=0.5)

Tab 12: Tabulka s vysledky ndstroje g4killer

origin_score 1.03571
target_threshold 0.5
origin_sequence AATTATTTGGAAAGGGGGGGTTTTCCGA

mutation_sequence AATTATTTGGAAAGGGWGWGTTTTCCGA
mutation_score 0.428571

Tabulkova hodnota mutation_sequence a mutation_score ukazuji vyslednou sekvenci s
hodnotou skore co nejblizsi poZadované hodnoté. Hodnota origin_score a origin_sequence
pak zobrazuji informaci o stavu pfed spuSténim vypoctu. Jednotlivé zmény v sekvenci
genomu jsou nahrazeny pismenem W.
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6.7 UKAZKA NASTROJE P53PREDICTOR

P53predictor je rovnéz jako predchozi zminény nastroj volan pouze pomoci jednoho prikazu.
Stejné jako G4killer pracuje s textovym Fetézcem sekvence, avSak pouze o fixni délce 20 bazi.

API.p53.analyse_creator(sequence='GGACATGCCCGGGAATGTCC')

Vysledkem je pak velice podobna tabulkova proménna interpretujici vysledky analyzy
uZivateli. Vysledky spuSténého nastroje nad ilustracni sekvenci zobrazuje tabulka 13.

Tab 13: Tabulka s vysledky ndstroje p53 predictor

position 0

length 20
difference -6.99
predictor 0.62
affinity 0.91
sequence GGACATGCCCGGGAATGTCC

Hodnota position a length znaci zacatek a konec hodnocené sekvence. Tato data jsou vSak
nejvice relevantni pfi zpracovani vétSiho mnoZzstvi vzorki, které neni v dobé publikace k
dispozici. Proménné difference a predictor informuje o vypoctené afinité a rozdilu od idealni
hodnoty -7.61 viz kapitola 3. Afinita k vazbé s proteinem p53 je zde vyjadfena hodnotou
affinity s maximalni hodnotou 1 tzn. 100%.
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7 ANALYZY LOKALNICH STRUKTUR

Pro ovéreni funkcnosti aplikace byly zpracovany analyzy lokalnich struktur DNA pfedevSim
v oblasti vyzkumu guaninovych kvadruplexti. V prvni Casti je kapitola vénovana problematice
obstaravani DNA sekvenci a anotaci vybranych organismti. V druhé obsahlejsi Casti je na
konkrétnich prikladech uvedena analyza jednotlivych soubori sekvenci.

7.1 DATABAZE NCBI A ANOTACE SEKVENCE

National Center for Biotechnology Information (NCBI) je organizace majici za tkol
poskytnout informace z oblasti genetiky od roku 1992. Organizace sdruZuje odborné
publikace, databazi genomt, proteint a nukleotidi. V ramci projektu byla prevazné vyuZzita
moznost importovani genomu praveé z databaze NCBI. Rovnéz databaze poskytuje k velkému
mnoZstvi genetickych sekvenci tzv. anotace. Anotovana mista sekvence jsou takova, kde se
vyskytuje urCitda vyznamna struktura. Anotace je opatfena jménem, indexem zacatku
anotovaného mista, indexem konce anotované sekvence a dalSimi popisnymi informacemi. V
nasledujici ukazce lze zhlédnout zdrojovy text s anotovanymi misty viz. anotace Papaver
somniferum cultivar HN1 chromosome 1 s ID NC_039358.1. [28]

>Feature ref|NC_039358.1|
92760 94313 gene
gene L0C113324569

db_xref GeneID:113324569

92760 94313 mRNA
product beta-glucosidase 12-like
transcript_id ref|XM_026572883.1|
gene L0OC113324569
db_xref GeneID: 113324569

92760 94313 CDS
product beta-glucosidase 12-like

protein_id ref|XP_026428668.1 |

gene LOC113324569

db_xref GeneID:113324569
96586 98713 gene

gene LOC113276494

db_xref GeneID:113276494
97822 96586 mRNA
98713 97968
product polyphenol oxidase, chloroplastic-like
transcript_id ref|XM_026526103.1|
gene L0OC113276494
db_xref GeneID:113276494
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Dle webové stranky https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/Sequin/table.html byly
nasledné vSechny soubory s informacemi o anotovanych mistech rozloZeny pro nasledné
programové zpracovani. DtleZitd jsou pouze mista zdrojového textu, kterd zacinaji Cisly
pripadné symboly < a >. Posledni dva zminéné symboly znaci castecné nekompletni anotace.
Posledni odchylkou od normalu jsou otocené indexy zacatku a konce. Viz iimysIné prehozené
indexy u posledni anotované oblasti mRNA. V pripadé tohoto prehozeni poradi anotace
vyjadiuje vyskyt v komplementarnim fetézci anotovaného genomu. [28, 29]

7.2 DATOVY FORMAT FASTA

FASTA je datovy format uZivany v bioinformatice pro prenos nukleotidovych nebo
peptidovych sekvenci. KaZzda baze je pak reprezentovana jednim znakem definované znakové
sady. Na zacatku kazdého souboru FASTA je pak vyZadovano kratké popsani dané sekvence
zacinajici znakem ,,>“. Doporucena maximalni délka popisu Cini 80 znakd, v praxi vSak muze
byt i vétsi. Nasledujici usek textu ilustruje format na konkrétni sekvenci Candidatus
Heimdallarchaeota archaeon. [28]

>MDVS01000001.1 Candidatus Heimdallarchaeota archaeon
TCTTAATTACAGCTTTACCTAATTCAAAAATAACTTTACTCATCCGCTCATAAACATAAGGGACTTTAAAAGCT
TTTTTACAATGATAACAATAATAACGACGGATTTCACCTGCTCGTGTCCAATACGAACCCCAAGTAGTAACAGG

7.3 POZADAVKY ANALYZY

Kazda z nizZe uvedenych analyz byla sloZena ze série nékolika neménnych krokt. V prvnim
nejdrive bylo nutné pomoci pfikazu pro NCBI import nahrat sekvence z databaze NCBI. V
kroku nésledujicim bylo nutné nad témito analyzami spustit analyticky nastroj G4hunter.
Vysledna data bylo nutné exportovat do formatu csv a vici staZenym anotacim provést
prekryti. Pfekrytim sekvence a anotace dostavame informace o tom, ve kterych vyznamnych
oblastech sekvenci se guaninové kvadruplexy vyskytuji, a tato mista dale zkoumat.

7.4 POSTUP PREKRYTI

Postup prekryti je sloZen ze dvou samostatnych Casti. V prvni Casti je nutné rozloZit soubor
anotaci a rozdélit ho do jednotlivych cCasti. V casti prekryvani je iterativné prochazen seznam
nalezenych kvadruplexd, ktery se porovnava s iteracné prochazenym seznamem anotaci. Pro
urychleni béhu programu se neprochazi veSkeré anotace, ale pouze ty, které jsou v urcitém
okoli. Pro kazdy kvadruplex je pak vyhodnocovano, jestli spada do oblasti uvnitf anotace,
pripadné blizkého okoli. Okoli je definovano jako -100bp pfed anotovanou oblasti a +100bp
za anotovanou oblasti. Pokud algoritmus vyhodnoti, Ze kvadruplex spada do jedné ze tri
oblasti, zvedne inkrementalni pocitadlo o +1. Zarovenl probihd detekce typu anotace, tato
informace je dtlezita pro nasledny vyzkum. Ukazka prekryvané oblasti viz obr. 13. [16]
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-100bp ANOTOVANA OBLAST +100bp

Obr 13: Schéma anotované oblasti s definovanym okolim £100bp

7.5 CIL TESTOVANYCH ANALYZ

Nasledujici série podkapitol pojednava o zpracovavanych analyzach ve spolupraci s
Biofyzikalnim tstavem AV CR. Vysledky jednotlivych analyz zde nejsou interpretovéany,
protoZe to neni ucCelem této prace. Zpracované soubory sekvenci ilustruji praktickou
pouZitelnost nad redlnymi daty. Testovany byly ctyfi nezavislé pripady, které ilustruji pripady

uvedené v tab. 14.

Pocet sekvenci je rozdélen do téchto kategorii:
* maly (desitky sekvenci)
» stredni (stovky sekvenci)
» velky (tisice sekvenci)

Datové narocnosti jsou v téchto trech kategoriich:
* mala (jednotky MB)
» stredni (stovky MB)
* velka (jednotky GB)

Tab 14: Srovnani analyzovanych sekvenci

NAZEV POCET SEKVENCE DATOVA NAROCNOST
Mak sety maly velka
Kvasinka pivni maly mala
Prokariotycti / Bacteria velky velka
Prokariotycti / Archaea stfedni stfedni
Prok. / Archaea (rozs$ireno) velky velka
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7.5.1 ANALYZA MAKU SETEHO (PAPAVER SOMNIFERUM)

Testovaci analyza maku setého méla za tkol zpracovat kompletni genom této rostliny a
vyhodnotit prekryti vii¢i anotovanym mistiim. Sekvence kompletniho genomu je dostupna ke
staZzeni z ncbi databaze na adrese https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCF_003573695.1.
Zakladni informace o genomu viz. tab. 15

Tab 15: Zakladni informace o sekvenci madku setého

JMENO ORGANISMU Papaver somniferum (opium poppy)
AUTOR SEKVENCE Xi'an Jiaotong University
CELKOVA DELKA SEKVENCE 2,715,530,335

CELKOVA DATOVA VELIKOST [GB] 2,2

Pro jiZz zminéné sekvence byl proveden rozbor metodou G4hunter s nastavenou
velikosti prohledavaného okna 25 a hodnotou prahu 1,4. Z analyzy vyplynuly nasledujici
vysledky viz. tab. 16. Vysledné prekryti vii¢i anotovanym oblastem se uvadi v poméru vici
frekvenci vyskytu genomu v souboru anotace. Pro vSechny vzniklé analyzy byl kromé tabulky
prekryti sestaven graf, ktery naznacuje, kolem kterych vyznamnych oblasti sekvence se
kvadruplexy vyskytuji viz obr. 14.

Tab 16: Ukdzka vysledkii analyzy g4hunter

ID CHROMOZOMU POCET KVADRUPLEXU | FREKVENCE VYSKYTU DELKA SEKVENCE
1 42869 0.172511 248,500,730
2 36806 0.167635 219,560,757
3 37566 0.163615 229,600,373
4 25701 0.156991 163,710,198
5 37344 0.172197 216,867,838
6 30218 0.167397 180,516,484
7 44577 0.164853 270,405,062
8 29035 0.164549 176,451,499
9 34387 0.168175 204,470,928
10 27993 0.168099 166,527,240
11 24071 0.171698 140,193,751
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POCET VYSKYTU GUANINOVYCH KVADRUPLEXU
V ANOTOVANYCH OBLASTECH MAKU SETEHO

M -100bp PRED ANOTACI UVNITR ANOTACE [ +100bp ZA ANOTACI

POCET VYSKYTU
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Obr 14: Graf zobrazujici nejcastéjsi vyskyt kvadruplexti mdku setého

Z vysledki zpracované sekvence méku setého vyplyva primérna hodnota frekvence
vyskytu kvadruplexti na 1000 bézi ¢inici 0.167. Maximalni pocet predikovanych kvadruplexi
obsahuje chromozom c¢islo 7. Tato hodnota vSak neni anomalii vzhledem ke skutecnosti, Ze se
jedna o nejdelsi sekvenci v daném souboru. V pripadé maku setého jsou oblasti mRNA a CDS
oblastmi s nej¢astéjSim mistem vyskytu predikovanych kvadruplexi.

7.5.2 ANALYZA KVASINKY PIVNI (SACCHAROMYCES CEREVISIAE)

Tato analyza vznikla za ucelem publikace v ¢lanku Presence and localization of local DNA
structures in S. cerevisiae genome ve spolupraci s AV CR. Soubory sekvenci jsou dostupné z
databaze NCBI na adrese https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCF_000146045.2.
Analyza probéhla s nastavenym parametrem prahu 1.2 a velikosti vypocetniho okna 25.
Vysledky analyzy shrnuje tab. 18.

Tab 17: Zdkladni informace o sekvenci kvasinky pivni

Saccharomyces cerevisiae S288C

JMENO ORGANISMU (baker’s yeast)

AUTOR SEKVENCE Saccharomyces Genome Database
CELKOVA DELKA SEKVENCE 12,175,105
CELKOVA DATOVA VELIKOST [MB] 5
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Tab 18: Ukdzka vysledku g4hunter analyzy

ID CHROMOZOMU POCET KVADRUPLEXU | FREKVENCE VYSKYTU DELKA SEKVENCE
1 87 0.377903 230,218
2 248 0.304974 813,184
3 138 0.435854 316,620
4 429 0.280038 1,531,933
5 197 0.341496 576,874
6 86 0.318329 270,161
7 334 0.306158 1,090,940
8 157 0.279040 562,643
9 162 0.368276 439,888
10 192 0.257459 745,751

Primérna frekvence vyskytu kvadruplexti na 1000 bp je 0.326. Maximalni pocet
kvadruplexti obsahuje chromozom cislo 12. Jako v piipadé maku setého je tato skutecnost

~rwe

je v okoli genomi, mRNA a oblasti CDS. Ostatni oblasti vyskytu predikovanych
kvadruplexti jsou prakticky zanedbatelné a zobrazuje je graf na obr. 15.
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Obr 15: Graf zobrazujici nejcastéjsi vyskyt kvadruplexti kvasinky pivni
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7.5.3 ANALYZA PROKARYOTICKYCH ZIVOCICHU

Predposledni zpracovana analyza se sklada ze dvou casti. Jedna se o analyzu 1620
prokaryotickych jednobunécnych organismt typu bakterie a 140 organismi typu archea.
Vzhledem k druhové rozmanitosti byly jednotlivé organismy rozdéleny podle nasledujiciho
fylogenetického stromu viz obr. 16.

— SPIROCHAETES

— THERMOTOGAE

— PVC GROUP

— FCB GROUP

PROKARYOTICKE —— TERRABACTERIA GROUP
ORGANISMY — PROTEOBACTERIA

— BACTERIA

— TACK GROUP
— EURYARCHAEQOTA

— ARCHAEA

Obr 16: Fylogeneticky strom zpracovavaného rodu Bacteria a Archaea

Shrnuti parametrii dvou hlavnich skupin, do kterych je analyza rozdélena, shrnuje
nasledujici tabulka viz tab. 19. Jak bylo uvedeno na zacatku kapitoly, jedna se o analyzy
ovérujici funkci aplikace ve dvou samostatnych ptipadech. V piipadé Archaea mluvime o
béZzném rozsahu pouZitelnosti. Naopak Bacteria ilustruje pouZitelnost v extremnéjSich
pripadech nizkych jednotek tisicti sekvenci.

Tab 19: Zdkladni informace o sekvencich z rodu Bacteria

JMENO SKUPINY ORGANISMU Prokaryoticti / Bacteria
AUTOR SEKVENCT NCBI

CELKOVA DELKA SEKVENCE 5,747,603,551
CELKOVA DATOVA VELIKOST [GB] 1.2

Pro analyzu byly zvoleny parametry prahovani 1.2 a hodnota velikosti prohledavaného
okna 25 bazi. Z dtvodu velkého mnozZstvi vyslednych dat jsou zde uvedeny tabulky vysledka
pouze z malého vybéru. Vysledné prekryti s anotovanymi oblastmi shrnuji grafy na obr. 17 a
obr. 18.
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Tab 20: Ukdzka vysledkii analyzy g4hunter pro rod Bacteria

ID CHROMOZOMU POCET KVADRUPLEXU | FREKVENCE VYSKYTU DELKA SEKVENCE
1 344 0.20126328 1709204
2 48 0.10788335 444925
3 357 0.21378705 1669886
4 370 0.21711373 1704176

POCET VYSKYTU GUANINOVYCH KVADRUPLEXU
V ANOTOVANYCH OBLASTECH BACTERIA

= -100bp PRED ANOTACI UVNITR ANOTACE m +100bp ZA ANOTACI
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-
=
&

ANOTOVANA OBLAST

Obr 17: Graf zobrazujici nejcastéjsi vyskyt kvadruplexii rodu Bacteria

Tab 21: Zdkladni informace o sekvencich z rodu Archaea

JMENO SKUPINY ORGANISMU Prokaryoti¢ti / Archaea
AUTOR SEKVENCT NCBI

CELKOVA DELKA SEKVENCE 337,153,312
CELKOVA DATOVA VELIKOST [MB] 125

Stejné parametry byly zvoleny jako u skupiny Bacteria. Tedy hodnota prahovani 1.2 a
velikost detek¢niho okna 25.

Tab 22: Ukdzka vysledkt analyzy g4hunter pro rod Archaea

ID CHROMOZOMU | POCET KVADRUPLEXU | FREKVENCE VYSKYTU DELKA SEKVENCE
1 145 0.15563384 931,674
2 268 0.29752824 900,755
3 200 0.22114426 704,387
4 5719 0.91394728 6,257,473
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POCET VYSKYTU GUANINOVYCH KVADRUPLEXU
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Obr 18: Graf zobrazujici nejcastéjsi vyskyt kvadruplexti rodu Archaea

V obou analyzovanych skupinach existuji shodné oblasti s nejcast€jSim vyskytem
predikovanych kvadruplex, a to rRNA a tRNA. Primérnd frekvence vyskytu kvadruplexti na
1000bp ¢ini 1.341 pro rod bacteria a 1.282 pro rod Archaea. V ramci analyzy budou vysledky
publikovany v ¢lanku The Presence and Localization of the G-quadruplex Forming Sequences
in kingdom Bacteria. Vysledky zpracovani rodu Archaea nebudou publikovany v tomto
rozsahu, nybrZz v rozsifeném viz posledni podkapitola niZe.

7.5.4 ANALYZA PROKARYOTICKYCH ARCHAEA (ROZSIRENA)

Posledni zminénd analyza vznikla za ucelem publikace v clanku The Presence and
Localization of the G-quadruplex Forming ve spolupraci s AV CR. V tomto piipadé se jedna
vsak o rozdilny zptsob zpracovani sekvenci vzhledem k faktu, Ze neexistuje uceleny seznam s
informacemi o identifikatorech v NCBI databazi pro jednotlivé organismy. Stejné jako v
predchozim pripadé jsou organismy rozdéleny dle fylogenetického stromu obr. 19.

— ASGARD GROUP
—DPANN GROUP

ARCHAEA —EURYARCHAEOTA

— TACK GROUP
—UNCLASSIFIED ARCHAEA

Obr 19: Fylogeneticky strom zpracovavaného rozsireného rodu Archaea e3
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Jednotlivé sekvence proto pomoci automatického skriptu musely byt staZeny pfimo z

FTP servert NCBI databaze. Soubory vSak byly staZzeny ve formé tzv. Genomic assembly,

které sdruzuji v jednom souboru vSechny sekvence dostupné k organismu. Z divodu dalSiho

zpracovani bylo nutné provést slouceni jednotlivych sekvenci do jedné zastfeSujici cely

organismus. Tyto vysledné soubory ve formatu FASTA poté byly nahrany do aplikace

bioinformatics a postupné zpracovavany. Rozbor byl proveden s nastavenym parametrem

prahu 1.2 a velikosti vypocetniho okna 25. V' Vysledky analyzy shrnuje tab. 22.

Tab 23: Zdkladni informace o sekvencich z rozsireného seznamu rodu Archaea

JMENO SKUPINY ORGANISMU

Prok. / Archaea (rozsifeno)

AUTOR SEKVENCT NCBI
CELKOVA DELKA SEKVENCE 3,387,000,000
CELKOVA DATOVA VELIKOST [GB] 6,5

V dobé vzniku této prace posledni zminéna analyza nebyla dosud dokoncena, z tohoto

divodu se zde nevyskytuji vysledky prekryti s anotovanymi oblastmi. Primérna frekvence

vyskytl na 1000 bazi €ini pro rozsiteny set 1.206. PfiCemZz extrémni hodnoty frekvence

vyskytu 15.31 lze objevit u organismu Hadesarchaea archaeon.
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Cilem této diplomové prace bylo sestavit software schopny zpracovavat hromadné analyzy
lokalnich struktur DNA. V priibéhu tvorby bylo nutné brat zietel na nedostatec¢nou kvalifikaci
v oblasti programovani pracovniki, pro néz je tento nastroj vytvaren. Z tohoto divodu jiz
zadani pocitd s pouZzitim v prostfedi jupyter notebook, které umoZiiuje rychlou kontrolu
vysledki a jednoduchou kontrolu napsanych skriptt.

V tvodu se prace vénuje teoretickym znalostem z oblasti molekularni biochemie. Od
zakladniho rozdéleni struktur DNA fetézcl az po samotné lokalni struktury, jimZ se prace
vénuje. Vzhledem k technickému zaméfeni tohoto textu jsou tyto znalosti vSak pouze
zakladni. Tato skutecnost by ale neméla branit v pochopeni problematiky a rychlé orientaci v
prezentovaném tématu.

V nasledujici kapitole 3 je proveden zékladni rozbor nalezenych nastroji vhodnych
pro provadéni zpracovani sekvenci DNA za ticelem vyhledani lokalnich struktur. Jak je patrné
ze srovnani, vyvijeny nastroj bioinformatics implementuje nejvétsi mnoZstvi néstroji pro
vyhledavani téchto objekti. Druha polovina kapitoly se dale zabyva zakladnim popisem
implementovanych algoritmt pouZitych pfi vyvoji software bioinformatics.

Kapitoly 4 a 5 se zabyvaji jak projektovou pfipravou. tak i navazujicim prizkumem
pouZitych technologii. V pripravné casti jsou shrnuty funk¢ni a nefunkéni pozadavky spjaté s
vyvojem. Nasledna cCast popisuje zvolené navrhové vzory spoleCné s jejich pouZitim na
konkrétnich pfipadech tfid. Soucéasti technologického priizkumu je i popis technologie REST
API. V kapitole 5 je pak proveden rozbor aktualniho stavu RESTového rozhrani aplikace
bioinformatics s priivodnim komentarem popisujicim jednotlivé pfistupové body rozhrani.

Predposledni kapitola 6 je vénovana konecné realizaci projektu. Kromé ukazek pouZiti
jednotlivych metod projektu se zde prace vyjadiuje i k pouZitym knihovnam nutnym pro
funk¢nost projektu v dobé tvorby projektu. Vzhledem k pokracujicimu vyvoji této aplikace
neni tento seznam knihoven garantovan jako konecny resp. neménny. V posledni Casti se pak
kapitola vénuje problematice publikace na repositai python balicki (Pypi) a volbé licence,
pod kterou je software Sifen.

Posledni 7. kapitola je urena pro konkrétni testovaci pripady. Ve fazi testovani byla
realizovana fada analyz, jejichZ vysledky jsou déle zpracovavany a publikovany v odbornych
Casopisech. Kromé konkrétnich vysledkt z oblasti biochemie kapitola zmifiuje i parametry
testovanych pfipad, jako je napriklad datova narocnost ¢i pocet zpracovavanych sekvenci. V
kapitole je rovnéZz popsan postup tzv. prekryvani vii¢i anotovanym oblastem. Spolecné s
vysledky algoritmu Gd4hunter pro hledani guaninovych kvadruplexi jsou v této casti i
vystupni informace z prekryvani sekvenci. V neposledni radé je nutné zminit i popis NCBI
databaze, ktera byla pfi tvorbé téchto analyz klicovym prvkem. V testovacich pripadech neni
testovan algoritmus Palindrom analyser. Ten se v dobé tvorby prace postupné integruje do
aplikace sdruzujici vSechny algoritmy. Z tohoto dGvodu jsou v projektu pouze navrZeny
struktury pro budouci tfidy, s jejichz implementaci do projektu se v budoucnu pocita.
Vzhledem k neustalému pokraCovani na vyvoji je k datu odevzdani prace dostupna verze
aplikace ve verzi 1.4 k volnému pouZiti a Sifeni na adrese https://pypi.org/project/dna-
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analyser-ibp/. Zdrojové soubory a nasledny dalSi vyvoj pak probiha na repositafi Gitlab viz
https://gitlab.com/PatrikKaura/DNA_analyser_IBP. Na pfiloZeném CD se nachazi i zdrojové
soubory k posledni zmifiované verzi, které se nemuseji shodovat s aktualni verzi v repositari
Pypi resp. Gitlab. Rovnéz v elektronické priloze je ukazka analyzy Saccharomyces cerevisiae
dostupné i na adrese https://gitlab.com/PatrikKaura/g4hunter_saccharomyces_cerevisiae.

Zadané cile prace byly bez vyjimek splnény a nastroj je plné provozuschopny. V
blizké budoucnosti je vSak nutné doplnit pfikazy pro volani funkci spjatych s hledanim
palindromt v sekvencich DNA. Dalsi mozné zlepSeni spociva ve vhodnéjsim odchytavani
vyjimek, predevSim vyvoldvanych z knihovny requests, z dvodu lepsi informovanosti
uZivatele. Posledni zminéné vylepSeni v oblasti pristupnosti je planované zavedeni
unifikovaného rozhrani napriklad formou csv souboru s predem definovanym formatem
seznamu sekvenci pro nasledné automatické zpracovani.
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