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Abstrakt

Tato diplomova prace se zabyva vyhledavanim a vizualizaci a filtraci sekvenci potencidlné¢ tvoticich
kvadruplexy v sekvencich DNA. Ve spolupraci s Biofyzikdlnim tustavem AV CR byla za timto
ucelem vytvorena webova aplikace, ktera vyuziva novy algoritmus pro hledani vSech moznych
umisténi kvadruplext v rdmci zadané sekvence. Navrh a implementace tohoto algoritmu jsou také
soucasti této prace.

Abstract

This master's thesis focuses on search for sequences potentially forming quadruplexes in DNA
sequences, their visualization and filtration. For this purpose a web application was created in
cooperation with the Institute of biophysics of Academy of science of Czech republic. This
application uses a newly created algorithm able to find all possible formations of quadruplex within
given input sequence. Design and implementation of this algorithm are also part of this thesis.
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1 Uvod

G-kvadruplexy jsou specifické sekundarni struktury DNA, jejichz vyznam v biologickych procesech
zaCina v poslednich letech stale ¢astéji vyplouvat na povrch. Vyzkum kvadruplext nachézi uplatnéni
nejenom Vv oblasti genetiky a mediciny, ale i v nanotechnologiich. Vypocetni analyza DNA sekvenci
na pritomnost kvadruplexi, popt. algoritmicky odhad jejich stability, je dilezitym pfedpokladem pro
umoznéni jejich studia v laboratofich.

Tato diplomova prace se zabyva tvorbou webové aplikace umoziujici analyzu DNA sekvenci
na pfitomnost nekanonickych kvadruplexovych struktur. Aplikace provadi vyhledavani kvadruplext
na sekvencich celych chromozomi a vysledky hledani je pak schopna vizualizovat a filtrovat tak, aby
bylo snadné najit v nich relevantni informace. Kromé samotného vyhledani kvadruplexovych
sekvenci je aplikace schopna tyto sekvence anotovat informacemi o pozici vi¢i genlim a provést
shlukovou analyzu téchto sekvenci. Nedilnou soucasti prace je také nové vytvofeny algoritmus
schopny vyhledat na =zadané vstupni sekvenci vSechna moznd umisténi potencialnich
kvadruplexovych sekvenci.

Prace vznikala za spoluprace s Biofyzikalnim ustavem Akademie véd CR, jejiz zaméstnanci
poskytli potfebnou zpétnou vazbu a ptipominky k fungovani a rozhrani vytvorené aplikace.

Prvni Cast prace obsahuje struény tvod do molekularni biologie v takové mife, aby byly
alesponi zhruba vysvétleny v dalSich kapitolach casto pouzivané pojmy. To zahrnuje popis
informac¢nich makromolekul a také stru¢né vysvétleni centralniho dogmatu molekularni biologie.
Dalsi kapitola se zabyva konkrétnéji problematikou G-kvadruplexti, pfedevsim popisem jejich
biologického vyznamu a pak také existujicimi néstroji pro jejich vyhledavani a analyzu.

Obsahem kapitoly ¢tvrté je navrh a implementace vysledné aplikace. Kapitola popisuje
obecnou specifikaci vytvorenych aplikaci a nasledné obsahne zpisob implementace uzivatelského
pro vyhledavani kvadruplext.

Kapitola pét obsahuje vysledky dosazené pomoci vytvorené aplikace na lidském genomu.



2 Molekularni biologie

Molekularni  biologie studuje vztah struktury a interakci biologickych makromolekul
(biomakromolekul) k funkcim a vlastnostem zivych soustav. Jinymi slovy zkouma vztah mezi
fyzikalni a chemickou trovni zivych soustav, které piedstavuje struktura a interakce biologickych
makromolekul a biologickou trovni, kterou predstavuji funkce a vlastnosti zivych soustav [1].

Cilem této kapitoly neni popsat vSechny zikladni struktury a procesy spadajici do oblasti
molekularni biologie, ale pouze stru¢né osvétlit pojmy, které jsou v této praci dale pouzivany nebo S
ni blize souvisi.

2.1  Informacni makromolekuly

Biologické makromolekuly, mezi nimiz dochéazi v zZivych soustavach k pfenosu genetické informace
jsou informac¢ni makromolekuly. Jsou to molekuly polymerniho charakteru, tzn. ze jsou slozeny z
mnoha kovalentné spojenych malych molekul ozna¢ovanych jako monomery [1].

Nukleové kyseliny jsou makromolekularni latky tvotené polynukleotidovymi fetézci. Podle
druhu polynukleotidového fetézce se rozlisuji dva typy nukleovych kyselin [1]:

a) Kyselina ribonukleova (RNA), tvofena jednim nebo dvéma komplementarnimi
polyribonukleotidovymi fetézci, jejimiz monomery jsou ribonukleotidy kyselina uridylova,
cytidilova, adenylova a guanylova [1].

b) Kyselina deoxyribonukleova (DNA) sestavajici z jednoho nebo dvou komplementarnich
polydeoxyribonukleotidovych fetézctl, jejimiz monomery jsou deoxyribonukleotidy kyselina
deoxytymidylova, deoxycytidylova, deoxyadenylova a deoxyguanylova [1].

Nukleotid je sloucenina nukleozidu s kyselinou fosfore¢nou. Molekula nukleotidu sestava z
pétiuhlikového sacharidu neboli pentézy (ribozy u RNA a deoxyribézy u DNA), kyseliny
trihydrogenfosforecné a purinové nebo pyrimidinové baze. Purinové baze jsou adenin (A) a guanin
(G), pyrimidinové baze jsou cytosin (C), tymin (T), popf. uracil (U) v pfipadé RNA [1].

Potadi nukleotidi v DNA a RNA se oznacuje jako primarni struktura DNA nebo RNA a
obsahuje informaci, podle niz se v bufice vytvaii primarni struktura proteinu. Usek
polynukleotidového fetézce, ktery se vyznaCuje urCitym potfadim nukleotidi se oznacuje jako
nukleotidova sekvence [1].

V polynukleotidovém fetézci jsou nukleotidy navzajem spojeny 3', 5'-fosfodiesterovou vazbou.
V dusledku toho je jeden konec fetézce oznacovan jako 3'-konec (kon¢i -OH skupinou) a druhy jako
5'-konec (kon¢i fosfatovou skupinou) [1,8].

2.1.1 Parovani bazi

Parovanim bazi se rozumi spojeni dvou bazi vodikovymi vazbami. Parovanim bazi mezi dvéma DNA
fetézci vznika dvoufetézcova DNA neboli duplex, mezi ttemi DNA-fetézci tfifetézcovda DNA neboli
triplex a mezi ctyfmi DNA-fetézci Ctytietézcova DNA neboli kvadruplex [1].

Zakladnim parovanim bazi je Watson-Crickovo parovani. Uplatiuje se obecné ve
dvouretézcovych DNA, béhem tvorby RNA a v dvoufetézcovych RNA. Podle tohoto pravidla se
prostfednictvim vodikovych vazeb adenin paruje s thyminem a guanin s cytosinem. Pfi interakcich
RNA s DNA se adenin paruje s uracilem. Nukleotidové sekvence, které se spojuji Watsonovym-



Crickovym zpisobem se oznacuji jako komplementarni, coZz ma zasadni vyznam pro kopirovani

DNA [1]. Alternativnim zptisobem parovani bazi je Hogsteenovo parovani.
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Obrazek 1: Watson-Crickovo parovami bazi. Guanin se paruje cytosinem pomoci ti vodikovych vazeb, adenin se paruje s
thyminem pomoci dvou vodikovych vazeb. Prevzato z [13].
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Obrazek 2: Hoogsteenovo parovami bazi. V obou zobrazenych pripadech se baze paruji pomoci dvou vodikovych vazeb.
Prevzato z [13].

2.1.2 Sekundarni struktura DNA

Nejcastejsi podoba sekundarni struktury DNA je tzv. dvousSroubovice sestavajici ze dvou
polydeoxyribonukleotidovych fetézci Sroubovité ovijejicich spolecnou osu neboli osu
dvousroubovice. Oba fetézce jsou navzijem komplementarni, tj. jejich nukleotidové sekvence
vyhovuji pravidlu o parovani bazi a také antiparalelni, tj. 1isi se smérem fosfodiesterové vazby. Toto
se oznafuje jako antiparalelizmus, kterym se rozumi orientace komplementarnich
polynukleotidovych fetézct ve sméru 3' --> 5' na jednom fetézci a 5' --> 3' na fetézci druhém [1].

Tato struktura, ozna¢ovana jako B-DNA, vSak zdaleka neni jedinou moznou formou. Mezi
alternativni struktury patii pravotociva dvousroubovice A-DNA a levotociva Z-DNA, kiizova forma
DNA, tfivlaknové triplexy a pak také ctyfvlaknové kvadruplexy, kterymi se tato prace hloubégji
zabyva [1,9].
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Obrazek 3: Rizné konformace DNA. Prevzato z [1].

2.2  Centralni dogma molekularni biologie

Centralni dogma molekularni biologie popisuje smér a zplsob pienosu informace mezi
biopolymery. Zakladnimi procesy probihajicimi s jistymi obménami v bunkach vSech organismu jsou
transkripce, translace a replikace.

Transkripce (ptepis) je proces, kterym bunika realizuje své geny. Timto procesem vznika
vesSkera RNA v burice. Podle jednoho genu mize vzniknout mnoho kopii RNA a jedna RNA muze da
vzniknout nékolika identickym molekulam proteinu. ProtoZe v buiice byva obsazena jen jedna kopie
genu na haploidni genom, umoznuje tato amplifikace nasyntetizovat pozadované mnozstvi proteinu
mnohem rychleji, nez kdyby DNA byla sama templatem pro syntézu proteinu [8].

Transkripce za¢ina rozvolnénim kratkého useku dvousroubovice DNA, jeden z fetézct pak
slouzi jako templat pro syntézu RNA. Sekvence RNA je urena komplementarnim parovanim bazi,
tzn. ze RNA je komplementarni k templatovému fetézci DNA. Enzymy, které prepisuji DNA do
RNA, se nazyvaji RNA-polymerazy. Pied zacatkem transkripce musi RNA-polymerdza piesné
rozpoznat zaCatek genu a navazat se na toto misto. U bakterii ma RNA-polymeraza snahu slab¢ se
vazat na molekulu DNA a potom se po ni rychle pohybovat skluzem. Jakmile RNA-polymeraza
rozpozna v DNA sekvenci tzv. promotoru, kterd obsahuje informaci o zacatku transkripce, pevné se
navaze na tento usek. Za rozpoznani promotorové sekvence v bakteridlni DNA je primarné
zodpovédna podjednotka RNA-polymerazy nazyvana sigma-faktor. U eukaryotickych bunék je

Vétsina genu v buiice koduje aminokyselinovou sekvenci proteinii a molekuly RNA vzniklé
transkripci téchto gentli jsou spolecné nazyvany medidtorovd RNA (mRNA). Konecnym produktem
jinych gentl je samotna RNA, jako napf. transferovd RNA (tRNA), ktera pripojuje aminokyseliny do
rostouciho aminokyselinového fetézce pfi translaci [8].
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Obrazek 4: Transkripci vznika RNA, ktera je komplementdarni k jednomu z retézcit DNA. Prevzato z [§8].

Pieklad informace z RNA na strukturu proteinu je proces nazyvany translace. Pravidla, kterymi se
fidi pfenos z mRNA do aminokyselinové sekvence jsou nazyvana jako geneticky kod. Sekvence
nukleotidi RNA je postupné ¢tena ne jako jednotlivé baze, ale jako jejich trojice (triplety). Protoze
RNA je linearni polymer slozeny ze ¢tyi bazi, 1ze spojenim tii nukleotidl vytvortit 64 kombinaci. V
proteinech se vSak obvykle vyskytuje 21 aminokyselin, proto jsou nékteré skupiny triplett prekladany
jako stejna aminokyselina. Kazda skupina tii nukleotidi RNA se nazyva kodon a uréuje jednu
aminokyselinu [8].
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Obrazek 5: Translaci vznika z RNA protein. Prevzato z [8].

Replikace DNA dava vznik dvéma novym dvousroubovicim, které pochazeji z dvousSroubovice
matefské. Obe€ jsou kromé vzacnych chyb jejimi vérnymi kopiemi. Oba fetézce pii tomto procesu
slouzi jako templaty pro vznik nového vlakna, kazda dcetina dvousroubovice je proto tvofena jednim
puvodnim a jednim nové vzniklym vlaknem. Mistiim, kde je struktura dvousroubovice DNA nejdiive
naru$ena, se fika replika¢ni pocatky a jsou urCeny specialni nukleotidovou sekvenci. Pro zacatky
replikace jsou typické utvary ve tvaru Y, které se nazyvaji replikaéni vidlicky. V nich jsou navazany
proteiny replikac¢niho aparatu, které se pohybuji ve sméru replikace a rozvijeji dvousroubovicovou
strukturu za soucasné syntézy nového fetézce. V jednom replika¢nim pocatku se vytvoii dvé vidlicky,
které se pohybuji smérem od sebe, a proto je replikace bakterialniho i eukaryotniho chromosomu
nazyvana obousmérna [8].

DNA-polymeraza je schopna katalyzovat rist fetézce DNA pouze ve sméru 5'-->3". V opa¢ném
sméru roste DNA diskontinualné, coz znamena, ze jsou syntetizovany kratké useky DNA
(Okazakiho fragmenty), které jsou nasledné spojovany v kontinualni fetézec. Retézec tvoreny
kontinualn€ se nazyva vedouci Fetézec, druhé vlakno se nazyva vaznouci retézec. DNA-polymeraza
muze novy nukleotid pfipojit pouze ke sparovanym nukleotidiim a neni schopna sama zacit replikaci
na jednom vlakné. Proto existuje enzym primdza schopny syntetizovat zcela nové vldkno podle
jednotetézcové DNA. Primazou vytvofené useky jsou dlouhé pfiblizn€¢ 10 bp a poskytuji svij
3'-konec jako zacatek pro DNA-polymerazu. Tyto useky se nazyvaji primery. Pii syntéze vedouciho
fetézce je potfeba pouze jeden primer, syntéza opozdujiciho se fetézce je vSak diskontinualni a



vyzaduje neustalou tvorbu primert. Pro vytvoreni souvislého vldkna DNA je jesté z opozd'ujiciho se
fetézce je tieba odstranit primery (provadi enzym nukledza), nahradit je DNA (opravnd DNA-
polymerdza) a nakonec spojit vSechny tseky dohromady (ligdza) [8].

3'c \
3 2 3's' 315 5

smér pohybu replikaéni
Obrazek 6: Smér pohybu replikaé¢nich vidli¢ek. Kratke sipky smerujici proti smeru replikace
zndzornujit diskontinualné syntetizované Okazakiho fragmenty.Prevzato z [8].
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Obrazek 7: Syntéza fragmenti opoZd’ujiciho se Fetézce.



3 Kvadruplexy

G-kvadruplexy jsou DNA a RNA struktury vys$siho fadu tvofené z nukleotidovych sekvenci bohatych
na guanin. Jejich zdkladnim strukturnim motivem jsou ctvefice Hoogsteenovymi vodikovymi
vazbami spojenych guaninovych bazi nazyvané G-tetrady. Tyto tetrady se skladaji na sebe a tvori
¢tytvlaknovou Sroubovicovou strukturu podobné jako Watson-Crickovy bazové pary v dvouvlaknové
DNA [2].

Kvadruplexy mohou byt tvofeny jednou (intramolekuldrni), dvéma nebo Ctyfmi
(intermolekularni) samostatnymi vlakny DNA nebo RNA a mohou vykazovat vysokou rozmanitost
topologii zpiisobenou casteéné velkym mnozstvim kombinaci rizné¢ sméfujicich vlaken, stejné jako
velikosti smyc¢ek a délkami celych kvadruplexovych sekvenci. Obecné je lze definovat jako strukturu
tvofenou jadrem z minimdlné dvou tetrad, jez jsou pospolu drzeny smyckami vznikajicimi ze
sekvenci jinych nukleotidu, které se obvykle do tvorby tetrad nezapojuji [2].
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Obrazek 8: G-tetrada je cyklickeé uspordadani ¢tyr guaninovych bazi navzdajem spojenych vidy dvéma vodikovymi
vazbami.Kapsa vznikia uvnitr tetrady je schopnd pojmout monovalentni kationt [9].

Teémto strukturam nebyla ptikladana dualezitost, dokud nebylo zjisténo, ze kratké na guanin bohaté
sekvence na koncich telomerickych DNA v eukaryotickych chromozomech jsou schopné se spolu
spojovat a utvaret tak ¢tyfvlaknové struktury majici alespont dvé tésné sousedici G-tetrady. Telomery
jsou oblasti DNA na koncich chromozomil obsahujici tandemové repetice nesestavajici pouze z
guaninovych bazi. Enzymy provadéjici replikaci DNA pfi ni nejsou schopny dojit az na tplny konec
chromozomu. Existence telomerické DNA umoziuje zkraceni chromozomu o tyto repetice, které
nenesou zadnou informaci, a zabranuji poskozovani genti pii replikaci. V nepfitomnosti telomer by v
disledku zkraceni nedochéazelo k replikovani celé uzitecné informace. Telomerickd DNA tedy také
neni replikovana cela a o jeji obnovovani se stara enzym telomeraza. ZvysSena aktivita telomerazy je
spojovana s piiblizné 85 % piipadd rakoviny a bylo ukazano, Ze telomerické kvadruplexy tuto
aktivitu snizuji [2,3,4]. Cinnost telomerazy je ilustrovéana na obrazku 9.
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Obrazek 9: Cinnost enzymu telomerazy.

Mimo tuto funkci bylo ukazano, Ze sekvence s potencialem pro tvorbu intramolekularnich
kvadruplexti jsou siln¢ zastoupeny v promotorovych oblastech riznych organismil a ze maji spojitost
s kontrolou genové exprese [7]. Dale bylo ukazano, Ze utvofeni G-kvadruplexu v 5'UTR* miize vést
ke snizeni translacni aktivity a byly také nalezeny proteiny interagujici vyhradné s kvadruplexy [10].

Sekvence tvorici potencialni jednomolekularni G-kvadruplexy lze popsat pomoci vzorce:

G X,GuX.GuX,Go (1)

kde m je pocet po sob¢ jdoucich guaninovych bazi v kazdé kratké sekvenci oznacené jako G, které se
obvykle pfimo Gcastni interakci v G-tetradach. X, X, a X, miize byt jakakoliv kombinace bazi vcetné
guaninu, které tvoti smycky. Z této notace rovnéz vyplyva, ze sekvence G mohou byt riiznych délek a
v pripadé, ze je jedna delsi nez druha, budou se nekteré z guaninovych bazi nachazet v oblasti smycek
[2].

Dvoumolekularni kvadruplexy jsou témér vzdy tvofeny spojenim dvou identickych sekvenci
popsanych vzorcem

XiGmXoGmX, (2)

kde n a p mohou ale nemusi byt nulové. Ctyfvldknové kvadruplexy se mohou utvofit spojenim ze &tyt
vlaken odpovidajicich vzorctim

XnGmXo 3)

G XGnm (4)

! UTR; z anglického untranslated region - dvé sekvence obklopujici z obou stran kédujici sekvenci
mRNA.
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Obrazek 10: Polymorfismus tetrad G-kvadruplexi. Tyto struktury mohou byt tvoreny jednim, dvéma nebo ¢tyrmi rFetezci
DNA (horni fada). Relativni usporadani sousednich retézcii miize byt paralelni, stridave paralelni nebo sousedné paralelni
(prostredni fada). Spojovaci smycky mohou byt usporadany vedle sebe, proti sobé nebo diagonalné (treti rada) [9].

Pl

3.1 Vyhledavani kvadruplexi v genomu

Aby bylo mozné identifikovat a prozkoumat nové sekvence tvofici kvadruplex, je uzite¢né
identifikovat tyto sekvence rychlym a jednoduchym zptsobem, zalozenym vyhradné na poradi bazi v
sekvenci. Pro potvrzeni kvadruplexové struktury vysledkt téchto metod je pak mozné vyuzit
biofyzikalni metody [4].

Nejpodstatnéjsim omezenim metody predpovédi zaloZzené na vyhledavani podle potadi bazi je
jeji neschopnost predpovédét termodynamickou stabilitu struktury, coz je pro G-kvadruplexy klicova
vlastnost. Aby mohl kvadruplex zastavat biologicky vyznamnou roli, je nutné, aby byl dostatecné
stabilni za téIni teploty [5].

Quadparser

Za tGéelem rychlé identifikace kvadruplexovych sekvenci byl vyvinut algoritmus Quadparser
schopny identifikovat potencialni kvadruplexové sekvence v datech ve formatu FASTA. Pro potieby
tohoto algoritmu bylo odvozeno jednoduché pravidlo, které sekvence tvorici kvadruplex popisuje. Do
uvahy byly pfi tvorbé tohoto pravidla vzaty Ctyfi aspekty: stechiometrie vlaken; pocet tetrad v
kvadruplexovém jadre, pfitomnost mutaci ¢i mezer a délka a sloZzeni smycek. Toto pravidlo sice
predvida sekvence, které¢ by mohly tvofit kvadruplex, nevylucuje vSak, Zze nckteré nebo vSechny
motivy budou vytvaret jiné struktury [4].

Protoze za fyziologickych podminek je koncentrace DNA velmi nizkd, neni vznik
vicevlaknovych kvadruplext pfili§ pravdépodobna. Analyza je z tohoto diuvodu zaméfena na
sekvence formujici jednomolekularni kvadruplexové struktury [4].

V principu mohou G-kvadruplexy byt tvofeny libovolnym mnozstvim navrstvenych G-tetrad.
Obecné lze fict, ze stabilita roste spole¢né s navySujicim se poctem tetrad. Samostatné tetrady byly

2 dostupné online na adrese http://www.quadruplex.org/?view=quadparser_web
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objeveny pouze v silné koncentrovanych guaninovych roztocich a neni pravdépodobné, Zze by méli
fyziologicky vyznam. Protoze dvoutetradové struktury jsou obecné¢ mnohem méné stabilni, byly v
puvodnim algoritmu uvazovany pouze sekvence schopné vytvofit tii a vice tetrad [4].

Intramolekularni kvadruplex musi obsahovat tfi smycky, které spojuji tetrddy dohromady a
hraji vyznamnou roli pro stabilitu kvadruplexu. Bylo zjisténo, Zze smycky o délce 1 az 7 bazi jsou
schopny tvofit kvadruplexy, stabilita se vSak snizuje s nartstajici délkou. Neni vylouceno, Ze se
kvadruplexové struktury mohou utvéiet i se smyckami o délce 8 bazi a vice, kvtli snizujici se stabilité
byla jejich délka ve vyhledavacim pravidle omezena shora na 7 bazi [4].

Na zékladé téchto uvah bylo vytvoteno nasledujici pravidlo / vzorec popisujici sekvence, které
za piiblizné fyziologickych podminek utvareji kvadruplexy [4]:

G3+N17G3:N1 7G5+ N1 7Gs. (®)

QuadPredict

QuadPredict® poskytuje webovou sluzbu, ktera za pomoci algoritmu vyuZivajiciho Bayesovké uéeni
predpovida stabilitu nezméfeného G-kvadruplexu, piesnéji feceno teplotu tani G-kvadruplext podle
jejich sekvence a koncentrace kationtd K*, Na*, Mg** a NH,". Mimo samotné predpovédi program
uvadi také miru nejistoty, tj. predpokladanou odchylku ptredpovedi ve stupnich Celsia. Tato mira je
pocitana na zékladé podobnosti analyzované sekvence s trénovacimi daty algoritmu. Pro trénovani
algoritmu byla vyuzita sada jiz zméfenych sekvenci, pfi¢emz tato sada je nadale rozsifovana novymi

daty [6,10].

QFinder a AlIQFinder

Tyto dva algoritmy byly vytvofeny v ramci bakalafské prace Jitiho Némce v roce 2010 na Fakulté
informacnich technologii Vysokého uceni technického v Brné€. Jejich navrh vychazi z dfive
existujicich nastrojii, program proto obsahuje podobnd nastaveni a na vystupu generuje podobnou
sadu informaci. Rozdéleni na dva programy bylo zvoleno z divodu vyssi efektivity [11].

Program QFinder provadi rychlou a efektivni analyzu vstupni sekvence a na vystup vypisuje
jednotlivé sekvence (a informace o nich, které zaroven slouzi jako vstup pro druhy program), které
odpovidaji pravidlu specifikovanému parametry programu. Program AllQFinder pak slouzi k
hloubkové analyze jediné sekvence a zjisténi vSech moznych potencidlnich kvadruplexovych
sekvenci a jejich hodnoceni [11].

% dostupné online na adrese http://www.quadruplex.org/?view=tmPredict

11



4 Navrh a implementace

Cilem této prace je zdokonaleni algoritmu pro hloubkovou analyzu potencialnich kvadruplexovych
sekvenci, ktery je implementovan aplikaci AllQFinder. To znamena pfedevSim pouziti jiné metody
pro prochazeni prostoru moznych kvadruplext v zadanych sekvencich a s tim souvisejici celkové
zrychleni hledani. Druhym cilem je vytvoreni webové aplikace schopné ziskané vysledky piehledné
zobrazit a umoznujici mnozinu vysledki omezit zadanim kritérii, jako je poloha v ramci genomu
nebo vzdalenost od ostatnich vysledkii. Pro pokrocilejsi vizualizaci a snadny pfistup k dalSim
informacim o nalezenych sekvencich bude aplikace umoziiovat zobrazit libovolny nalez pomoci
externiho nastroje k tomuto uréeného, konkrétné UCSC Genome Browseru.

Sekvence zobrazované touto aplikaci ovSem nemusi byt omezeny pouze na vysledky
vyhledavani kvadruplext, ale stejnym zplsobem mohou byt prochazeny a filtrovany i jiné typy
sekvenci.

4.1 Webova aplikace

4.1.1 Implementac¢ni technologie

Diivodd, proc je pro prezentaci vysledkt hledani kvadruplexti zvolena webova aplikace je nékolik:

e piistupnost - aplikace je ihned dostupna z jakéhokoliv PC schopného spustit moderni webovy
prohlize¢ (tj. nové verze Firefoxu, Google Chrome, Opery nebo IE alesponi ve verzi 8).
Mobilni verze aplikace vytvofena nebude.

e centralizace - veskera data (s vyjimkou nékterych uZivatelskych nastaveni) jsou uloZena v
databazi na serveru a jsou tak pristupna odkudkoliv, kde je pfistupna i samotna aplikace

e multiplatformnost - webové prohlizeée jsou k dispozici prakticky ve vSech operaénich
systémech s grafickym uzivatelskym rozhranim

e zkuSenost autora prace s t€émito technologiemi

Posledné jmenovany divod je zaroveil i hlavnim faktorem ovlivitujicim konkrétni volbu
implementac¢nich jazykl. Serverova Cast aplikace bude implementovana v jazyce PHP, s vyjimkou
casti aplikace majicich na starost samotnou analyzu kvadruplexovych sekvenci, které jsou
implementovany v jazycich C a C++. Na stran¢ klienta bude kromé standardnich webovych
technologii jako XHTML, CSS a Javascript pouzit javascriptovy framework jQuery a nékteré jeho
doplniky. Pro ukladani persistentnich dat bude pouzita databaze MySQL.

Pro analyzu pfitomnosti potencialnich kvadruplexovych sekvenci budou pouzity aplikace
QFinder s upravenym formatem vystupl a noveé vytvorena aplikace zastupujici aplikaci AllQFinder
pii hloubkové analyze téchto vystupti. Divodem pouziti programu QFinder je jednak dostupnost
zdrojovych kodu této aplikace a také fakt, ze tato aplikace vznikla na stejné fakulté jako tato prace a
nyni dojde aktivniho vyuziti.

4.1.2 Specifikace

Vysledna aplikace bude schopna v sekvencich odpovidajicich chromozomiim rtznych organismui
vyhledat sekvence s potencidlem tvofit kvadruplexové struktury. Kromé téchto sekvenci bude
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schopnd vyhledavat i jiné sekvence, které nejsou piimo predmétem této prace a proto zde nebudou
konkrétnéji zminiovany.

Nalezené sekvence budou ukladany do databaze, aby odpadla nutnost opakované prohledavat
sekvence chromozomi, bylo mozné na vysledcich provadét dodate¢né analyzy a také vysledky rychle
filtrovat dle uzivatelem zadanych parametri. Zaroven ulozeni sekvenci v databazi umoziuje pro
jednotlivé chromozomy pocitat statistické udaje.

Dodate¢nymi analyzami se konkrétné rozumi vyhleddvani shluki neboli skupin sekvenci
nachazejicich se relativné blizko u sebe, dale anotace jednotlivych vysledkd informaci o pozici viici
gentim dané¢ho genomu a u kvadruplexovych sekvenci jejich ohodnoceni.

Struktura webové aplikace

Aplikace bude rozdé¢lena na prohlize¢ vysledkl (vefejna ¢ast) a administraci (nevefejna cast). Vefejna
¢ast umozni prochézet veskera data nalezend analyzami sekvenci genomu, zatimco administracni ¢ast
bude slouzit pro spravu téchto sekvenci a spravu provedenych analyz a jejich vysledkd.

Administrace

Administracni ¢ast aplikace bude pfistupna pouze po pfihlaSeni na ucet s administratorskym
opravnénim. Obsahovat bude tfi zakladni sekce Citajici spravu soubord genomu, spravu provedenych
hledani a nastaveni aplikace. Prace s daty bude probihat pomoci HTML formuldii a seznami
zobrazujicich databazové zdznamy.

Sprava soubori se bude nadale délit na nékolik podsekci umoznujicich kategorizaci
jednotlivych souborti obsahujicich sekvence chromozomti podle taxonomie zdrojovych organismti a
verze sestaveni genomu (anglicky assembly). Zakladni jednotkou kategorizace bude po vzoru
Genome Browseru klad (tj. vyvojova vétev, napt. savci), do néjz budou zatazovany genomy. Genomy
jiz predstavuji konkrétni organismy, piikladem tedy mutze byt Cloveék. Kazdy genom pak muze
obsahovat jednu i vice verzi sekvenci sestavenych a uvolnénych v riiznou dobu. Kone¢né kazdé
sestaveni genomu obsahuje soubory ptedstavujici dany organismus.

Vzhledem k velikosti FASTA soubord se sekvenci chromozomi (okolo 150 MB na soubor)
nebude umoznéno tyto soubory nahravat na server pfimo pies webové rozhrani a protokol HTTP.
Namisto toho bude nutné nahrat je do ur¢eného adresate pomoci protokolu SFTP a v administraci
umoznit takto nahrané soubory zvolit. U kazdého souboru pak bude (pro ucely filtrace) nutné uvést
velikost tohoto souboru v bazich a oznaceni ptislusného chromozomu (tyto informace se mohou sice
objevovat ve FASTA hlavi¢ce, nicméné jeji obsah neni nijak standardizovan a tak se nelze na
piitomnost téchto tdaju spoléhat). Proto, pokud o souboru nebude existovat zdznam s metadaty,
nebude soubor aplikaci bran v potaz.

Nejdilezitéjsi ¢asti spravy soubort bude seznam zaznami o FASTA souborech se sekvencemi
chromozomi. Nad v ném zvolenymi soubory (jednim nebo vice najednou) bude mozné provést
vyhledani kvadruplexovych ¢i jinych sekvenci. Zaroven zde bude moznost zvolené zaznamy o
souborech smazat.

Sprava a analyzy nalezenych sekvenci bude podavat ptehled o provedenych hledanich,
piedné zde vSak bude umoznéno provést nad mnozinou vysledkd hledani dalsi analyzy, tj. vyhledani
shlukti sekvenci, anotaci a ohodnoceni kvadruplexovych sekvenci.

Nastaveni bude umoziiovat zménu parametri aplikace. Konkrétné se jednd o nastaveni
maximalni vzdalenosti mezi sekvencemi shluku, maximalni velikosti promotoru a vzorce pro
vyhledavani kvadruplexi.
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Prohlizec¢ vysledki

Vysledky budou zobrazitelné vzdy pouze v ramci jediného chromozomu jednoho sestaveni, cemuz
budou funkéné€ piizptisobeny i prostfedky pro jejich filtraci. Vybér zobrazeného chromozomu bude
probihat skrze formulaf, ktery nabidne vybér kladu, genomu, sestaveni genomu a konecné souboru
chromozomu. Tim bude zajisténa ptehlednost i v piipad¢€, ze databaze bude obsahovat data vétSiho
mnozstvi organismil s n€kolika riznymi sestavenimi jejich genomu.

Stranka s vysledky bude sestavat ze tii zalozek - samotnych vysledkd hledani, vysledku
shlukové analyzy a celkovych statistik zvoleného chromozomu.

Zalozkou zobrazenou ve vychozim stavu po zvoleni chromozomu bude seznam vysledki
nalezenych na daném chromozomu. Konkrétni nalezend sekvence bude zobrazena vcetné kratkého
okoli na obou koncich nalezu. Vzhledem k tomu, Ze sekvence potencidlné obsahujici kvadruplexy
mohou svoji délkou dosahovat ¢asto nékolika stovek bazi, budou tyto sekvence ve vypisu zkraceny a
jejich uplnou podobu bude mozné zobrazit dodate¢né najetim kurzorem na pozadovany vysledek.

O kazdém vysledku budou k dispozici informace o jeho poloze v ramci chromozomu (pozice
zacCatku, pozice konce), vlaknu, na kterém se vysledek nachazi, jeho délce, po¢tu G skupin (nebo C
skupin v zavislosti na vlakné DNA) a anotaci. Podle vSech téchto informaci s vyjimkou anotace bude
umoznéno zobrazené vysledky fadit jak vzestupné, tak sestupné€. Anotace bude zobrazena jako
seznam gend, do nichz nalezend sekvence alespon Castecné zasahuje, u kazdého tohoto genu navic
budou pfipojeny informace o ¢asti zasazeného genu, pfipadné¢ index exonu (tj. ¢islo exonu od zacatku
transkripce pocinaje nulou) nebo vzdalenost od zacatku transkripce v ptipadé, ze se nalezena
sekvence nachazi v promotoru genu.

Velmi podobnym zplisobem bude proveden i prohlize¢ vysledki shlukové analyzy. Kromé
zacatku, konce a délky shluku bude zobrazena i informace o poctu sekvenci ve shluku a primérné
vzdalenosti mezi sousednimi sekvencemi shluku. Kazdy takovyto shluk pak bude mozno oteviit a
zobrazit si i informace o pfislusejicich sekvencich, které budou podany zptisobem prakticky
identickym (kromé filtrace a fazeni) se seznamem vysledkd.

Zalozka statistiky obsahne nékolik souhrnnych tdaji o zobrazovaném chromozomu a
provedenych analyzach. Témito tdaji jsou celkovy pocet nalezenych sekvenci, pocet sekvenci
lezicich mimo geny, pocet sekvenci v exonech, pocet sekvenci v intronech a pocet sekvenci v
promotorech.

4.1.3 Implementace

Framework

Aplikace na strané serveru vyuziva vlastni jednoduchy framework obstaravajici nejb&ézné&jsi soucasti
webovych stranek, jako je autentizace a autorizace uzivatelt, prace s databazi (pouze MySQL),
uzivatelska nastaveni nebo nastaveni stranek, vkladani CSS a javascriptovych soubor do hlavicky
stranek, tvorbu riznych jazykovych verzi, zpracovani asynchronnich pozadavku a dalsi.

Dale diky pouziti konvenci pro umisténi a jména PHP tfid, souborti a adresatd usnadniuje
programatorovi nacitani tifid a zaroven nacita pouze ty tfidy, které vytvafena aplikace skutecné
vyuziva. Obsahuje také tiidy pro usnadnéni tvorby uzivatelského rozhrani, tzn. predevsim tridy pro
tvorbu administrac¢nich c¢asti webl (anglicky backend) a tfidy generujici HTML formulafe (véetné
prvki dodanych knihovnou jQueryUI) a automatizujici jejich propojeni s databazi.

Tato kapitola nema byt komplexnim popisem ¢i dokonce dokumentaci tohoto frameworku,
dava si za cil pouze struéné popsat jeho strukturu a pfistup k tvorbé webovych stranek do takové
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miry, aby byly tyto informace relevantni pro implementaci webové aplikace, kterd je vystupem této
prace, a zaroveii bylo mozné se na n¢ odkazovat v dal$im textu.

Zakladni struktura

Zakladem celého frameworku je tiida Framework, ktera je pfedkem témét vSech ostatnich tiid, které
jsou bud’ pfimo soucasti frameworku nebo projektu na ném vytvareného. Jejim ucelem je poskytnout
pristup k jinym tfidam a inicializovat ve form¢ statickych proménnych zékladni objekty slouzici pro
pristup k databazi (tfida Database), zpravu CSS souborti (CSS), autentizaci a autorizaci uzivatelt
(Login) a pteklady (Translations).

Kwvili oddéleni logické a prezentacni Casti aplikace je ve frameworku zahrnut Sablonovaci
systém Smarty 3%, jehoZ instance je rovndZ piistupna viem potomkim tiidy Framework. Nicméng
kazdy objekt ma svou vlastni instanci, do které jsou vzdy pfifazeny zédkladni proménné a konstanty
frameworku, jako je konfigurace, informace o piihlaseném uzivateli, aktualni jazykova verze apod.
Dutivodem pro vice nez jednu instanci Smarty je potieba oddéleni jmennych prostord Sablon.

Vychozim bodem projektu je tiida dédici od tfidy Presentation, ktera na zakladé cesty v URL
rozhodne, jaka stranka bude zpracovana a zobrazena. Tato tiida nese nazev projektu a nachazi se v
souboru index.php nebo v jiném v zavislosti na nastaveni serveru & specifikaci projektu. Ukolem
tiidy Presentation je zavolat metodu GetHTML() zpracovavané stranky a vysledny HTML kod
ptifadit do Smarty Sablony, kterd obsahuje kdd pro kostru (layout) stranky. V pripadé¢ webové
aplikace tvofené v této praci je to Sablona presentation.tpl v adresafi templates v kofenovém adresafi
projektu.

C55 wabstracts -] «Bbstracts xabstracts
Framework Module Page
Login :E‘:“ :EEEH
b :[atabase
+  login -logi "-'C:'— Ajax
login_:Login
Settings + seftings :Seflings
+ smarly (Smarty
+ ftranslaticns :Translations {:]_ «abstracts {:] cindaxs
Smarty Presentation
asingletons
Translations Database

Obrazek 11: Diagram hierarchie tfid pouzitého frameworku.

Typy tiid a objekti

Framework rozliSuje tii typy tfid na zakladé toho, od jaké zakladni tiidy dédi. Témito typy jsou
stranky (odvozené od tfidy Page), moduly (odvozené od tfidy Module) a klasické tfidy (u nichz
dédéni z jiné tfidy neni podminkou).

Moduly piedstavuji vétSsinou samostatné fungujici ¢asti stranek (napf. prepina¢ jazykd nebo
seznam), které jsou do stranky vkladany pouze pfi splnéni néjaké podminky nebo jsou pouzity na
ruznych mistech webu a je proto Zzadouci, aby jejich implementace byla vy¢lenéna do samostatného
souboru a tfidy. Neni vSak vylouCena vzajemna zavislost mezi moduly a jeden modul miize vyuzivat
modulu jiného.

Moduly jsou naditainy metodou Framework::LoadModule(), ktera se pokusi vyhledat tfidu
modulu v pfedem danych umisténich. Témi jsou adresafe modules a framework/modules
(vyhledavani v adresatich probiha v tomto pofadi, aby bylo pro potieby konkrétniho projektu mozné

* http://www.smarty.net/
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znovu implementovat modul, ktery jiz je obsazen v modulech frameworku). Soubor modulu musi byt
pojmenovan podle adresafe, v némz se nachazi a mit predponu module. Napi. pokud je modul ulozen
v adresafi modules/example-module, musi jméno souboru byt module.example-module.php. Nazev
tfidy modulu se fidi rovnéz podle nazvu adresare, nicméné je zapsan notaci camelCase a zacind se
predponou Module, napi. ModuleExampleModule.

Stranky naproti tomu ptedstavuji obsah unikatni v ramci projektu. Zjednodusené lze fict, ze
jedné strance odpovida jedna cesta v URL (¢ast URL bezprostifedné za doménou a ¢islem portu). Jsou
nacitany, umistény a pojmenovany analogicky k modulim. Ulozeny jsou v adresafich pages a
framework/pages a jejich soubory maji pfedponu page (ptedponu nazvu tiidy tvoii Page). Nacitani
probiha pomoci metod Framework::LoadPage().

Klasické tridy jsou knihovny fungujici samostatné a zastavaji spiSe funkce jako je manipulace
se soubory a souborovym systémem nezli generovani HMTL kodu. Jsou v adresafich classes a
framework/classes s pfedponou class (nazev tiidy pfedchazi ptedpona Class). Pro nacteni tfidy slouZi
metoda Framework::LoadClass().

Stranky a moduly by mély implementovat alespon metodu GetHTML, ktera vraci (X)HTML
kéd stranky nebo modulu. Pro vytvoreni tohoto kodu lze vyuzit Smarty, jehoz instance je vytvorena v
konstruktoru kazdé stranky ¢i modulu. Metoda FetchTemplate automaticky zpracuje Sablonu
ulozenou v adresafi _templates ve stejném adresaii jako je umisténa stranka nebo modul a vrati
vygenerovany kod. Pokud metod€ neni pfedan parametr, je zpracovana Sablona se stejnym jménem,
jako je nazev adresaie modulu nebo stranky, a ptiponou .tpl, napt. pro modul v adresati example-
module je to soubor example-module.tpl.

Asynchronni pozadavky

Asynchronni  pozadavky je mozné  zpracovavat pomoci tiidy  Ajax v souboru
framework/class.ajax.php, ktera pfijima dva rizné parametry predavané HTTP metodou GET a to
parametry page a module. Pokud jsou piitomny oba tyto parametry, ma parametr module prioritu a
parametr page je ignorovan. Na zakladé¢ parametru je vytvoien objekt stranky nebo modulu a je
zavolana jeho metoda GetAJAX(), ktera v zavislosti na své implementaci mize vracet HTML kod,
prosty text, XML, JSON nebo také nic. Pokud metoda GetAJAX() pfijima parametry, je nutné je také
specifikovat a pfedat metodou GET jako pole arguments (polozky tohoto pole jsou pak ve stejném
potadi jako v poli pfedany volani metody GetAJAX()). Vracena hodnota je vytiSténa na vystup.
V kotfenovém adresafi aplikace je umistén soubor ajax.php, ktery do sebe zahrnuje soubor
framework/class.ajax.php a umozfiuje tak zkratit adresu souboru, kterému jsou asynchronni
pozadavky pfedavany. Napt. pokud by byl pozadavek pfedan na URL

/ajax.php?module=example-module&arguments []=prvni&arguments[]=2

byla by vystupem tohoto pozadavku hodnota vracena volanim metody GetAjax("prvni”, 2) objektu
tiidy ModuleExampleModule ulozené v souboru modules/example-module/module.example-
module.php.

Autentizace a autorizace

Prihlasovani, odhlasovani a kontrolu prav piihlaSené¢ho uzivatele ma na starost tiida Login. Data
uzivateld jsou ukladana do nékolika tabulek databaze, z nichz zaklad tvofi tabulka users. Kazdy
uzivatel ma pfifazenou roli (atribut role_id odkazujici do tabulky roles), kazda role ma ptifazena
uréitd prava (tabulka rights a vazebna tabulka roles_rights). Pokud ma uzivatel pfifazenu roli s
identifikatorem 0, jedna se o superuzivatele, ktery ma pfistup do jakékoliv ¢asti aplikace a je schopen
menit prava vSech ostatnich uzivatelt. Takovému uZzivateli fikejme viastnik aplikace. Protoze webova
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aplikace vytvarena v této praci vyuziva autentizace a autorizace pouze pro pristup do administracni
Casti, je potfeba pouze jediny uZzivatel, ktery je vlastnikem aplikace.

Formulare
HTML formulafe jsou vytvafeny prevazné definici pfimo v jazyce PHP za pomoci tfidy Forms a
vSech ostatnich tfid ptitomnych v podadresati framework/forms. HTML kod kazdého prvku formulate
je generovan jinou tfidou v adresafi framework/forms/elements. Divodem, pro¢ formulafe nejsou
zapisovany piimo v jazyce HTML je castd nutnost ukladdni a nacitdni jejich vstupi do nebo z
databaze. Tento na chyby nachylny proces tfida Forms téméi automatizuje. Druhou vyhodou je
moznost snadno definovat pokro¢ilé prvky formulafe vyuzivajici pro svou ¢innost javascript. Takové
prvky pak Ize znovu pouzivat v jakémkoliv dal$im formulafi bez nutnosti psat jejich kod znovu.

Trida Forms je vyuzita nejenom v administracni ¢asti aplikace, ale také ve formulafich
tvoticich uzivatelské rozhrani filtrii v prohlizeci vysledkda.

Jazykové verze

Textové fetézce kazdé stranky nebo modulu je mozné nacitat ze samostatného souboru nebo z
databaze. To dovoluje vytvaret stranky v riznych jazykovych mutacich. Tyto soubory jsou ulozeny v
podadresati _translations kazdé stranky nebo modulu a maji format konfiguraénich .ini soubor. O
jejich nacteni se stara metoda Module::LoadTranslation(), ktera nacte fetézce do objektu t, jehoz
kazda vlastnost (property) obsahuje jeden fetézec. Soubory piekladii jsou pojmenovany stejné jako
ptislusny modul nebo stranka, navic vSak v nazvu obsahuji i teCkou oddéleny mezinarodni kod
jazyka, jehoz pteklad obsahuji. Anglicky pieklad modulu ExampleModule tak bude uloZen v souboru
example-module.eng.ini. Piiklad dvou pieklada 1ze vidét na obrazku 12.

;cze (komentar) ;eng
string 1 = "Reté&zec 1" string 1 = "String 1"
string 2 = "Reté&zec 2" string 2 = "String 2"

Obrazek 12: Piiklad dvou soubori piekladii obsahujicich ¢esky a anglicky pieklad dvou texti.

Ttida Module implementuje metodu Module:t(), ktera umozniuje pristup do objektu t a pfijima dva
parametry, kde prvni je identifikator fetézce (odpovida pfesné nazvu vlastnosti objektu) a druhy je
vychozi preklad, ktery je pouzit v piipad€, Ze vlastnost neni v objektu nalezena. Také diky ni Ize
jednoduse pomoci regularniho vyrazu naleznout vSechna mista v kodu, kde je pteklad vkladan a
soubor s prekladem automaticky vygenerovat a pouzit jako zaklad pro ptreklad do dalSich jazyki.
Funkce se stejnym uc¢elem pojmenovana rovnéz t je pfifazena i do Smarty.

Zalozky
Mechanismus zalozek je implementovan v jQueryUI Tabs®, nicméné jejich chovéani je mirng
upraveno / rozSiteno pro vys$si uzivatelsky komfort. Obsah zaloZzek je nacitan dynamicky pomoci
asynchronnich pozadavki s vyjimkou pfipadu, kdy je nalitana cela stranka, tj. pfi prvnim nacteni
nebo po obnoveni stranky. V takovém ptipad¢ je aktualni zalozka nactena piimo se zbytkem stranky,
aby nebylo nutné cekat na vytizeni dvou HTTP pozadavki, coZ s sebou zaroven nese také nechtény
efekt "probliknuti" stranky, kdy je dynamicky nacteny obsah vklddan do prakticky prazdného
dokumentu. Toto plati i pro viceuroviiové zalozky pouzité v administraci.

Informace o posledni zvolené zaloZce je uchovavana pomoci souboru cookie, do n¢jz je ulozen
index zvolené zalozky. Pomoci zasuvného modulu jQuery History je zajisténo ocekdvané chovani
prohlizece pii prechodu vpted a zpét v historii prohlizeni, tzn. ze pfepnuti zalozky vytvofi zdznam v

% http://jqueryui.com/demos/tabs/
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historii prohlize¢e a pfechod zpét a vpied pak zpiisobi pfechod na ptedchdzejici nebo nasledujici
zalozku.

Pokud ma néktera stranka obsahovat zalozky, je nutné, aby namisto od tfidy Page dedila od
tiidy PageTabs, ktera implementuje vSechny vySe zminéné Gpravy chovani. Tato tiida dale zavadi
konvenci pro umisténi stranek implementujicich obsah zalozek do adresafe _tabs umisténého ve
stejném adresafi jako je tfida stranky se zalozkami.

Nastaveni

Framework implementuje prostfedky pro ukladani nastaveni jednotlivych uzivateli vytvofenych
projektd nebo nastaveni tykajicich se pfimo chovani daného projektu. Obé tyto varianty jsou
implementovany shodné a to ve t¥idé Settings v souboru framework/class.settings.php. Tato tfida
obsahuje pouhé tii metody get(), set() a remove(). Tyto metody na zakladé ptedanych parametrd s
identifikatorem nastaveni a uzivatele nactou, ulozi nebo odstrani zdznam o nastaveni z databdze. Tyto
zaznamy jsou uchovavany v tabulce users_settings. Pokud je jako identifikator uzivatele pouZita nula,
je toto nastaveni brano jako nastaveni aplikace.

Pouzité moduly a tiidy
Popis se opét omezuje pouze na vlastnosti, které byly pii implementaci vyuzity.

List - pomoci tohoto modulu je implementovan prakticky cely prohlize¢ vysledkti analyz.
Modul jako parametr pfijima SQL dotaz, pomoci né&jz jsou z databaze nacitana data, ktera jsou
modulem zobrazena ve forme seznamu se strankovanim a fazenim. Tyto dve operace nacitaji nova
data asynchronné€, aby nedochdzelo k neustdlému znovunacitani celého dokumentu. Kromé prostého
zobrazeni dat ve form¢ tabulky Ize definovat Smarty Sablonu predstavujici jeden fadek seznamu a
data tak zobrazovat v podstaté libovolnym zptisobem.

Seznamu lze rovnéz definovat tlacitka provadéjici akce nad zvolenym fadkem nebo tadky.
Preddefinovana jsou tlacitka pro mazani a odkazovani do formulafe umoznujiciho dany fadek
seznamu upravit.

Progressbar - Tento modul umoZiiuje zobrazit prib&éh dlouhotrvajicich operaci pomoci
periodického zasilani asynchronnich dotazli na server, kde je informace o prubéhu uloZena v souboru.
O aktualizaci informaci v tomto souboru se musi postarat metoda implementujici danou
dlouhotrvajici operaci.

CSV Parser - tato tfida parsuje CSV soubor zadany ve formé textového fetézce do formy
objektu. Po kazdém ziskani parametrem definovaného poc¢tu fadku preda vytvorené objekty callback
metodé (nebo metodam), kterd se stard o jejich dals$i zpracovani. Toto davkové zpracovani je
zavedeno z divodu pamétového limitu, ktery je definovan pro jeden proces zpracovavajici PHP
skript. Bez zavedeni tohoto zpuisobu rozsahlejsi CSV soubory, jako je napiiklad vystup programu
QFinder pfi analyze lidského chromozomu 1, tento limit ptekracovaly, coz vedlo k fatilni chyb¢ a
pred¢asnému ukoncéeni b&hu skriptu.

User settings - umoznuje definovat formulaf pro upravu nastaveni uzivatele ¢i celé aplikace. K
ukladani a nacitani nastaveni vyuziva prostiedky frameworku implementované v t¥idé Settings.

Databaze

Webova aplikace pouziva pro ukladani perzistentnich dat databazovou technologii MySQL. Céste¢né
schéma pouzité databaze (pouze tabulky s daty o genomech a analyzach) lze vidét na obrazku 13
(nazvy tabulek budou v dal§im textu uvedeny bez predpony dp_).

Kategorizace soubori genoml je modelovana tabulkami clades, genomes, assemblies a
genome_files. Zaznamy o analyzich provedenych nad jednotlivymi soubory jsou uloZeny v tabulce
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queries. Sloupec type udava typ analyzy provedené nad souborem file_id a spole¢né tyto dva atributy
tvofi unikatni index, coz znamena, Ze nad kazdym souborem lze provést pouze jednu analyzu od
kazdého typu. Sloupce annotated, clustered a rated obsahuji hodnoty typu boolean (0 nebo 1) a
obsahuji informaci o provedeni dodatecnych analyz nad sekvencemi nalezenymi pfislusnou analyzou
sekvence chromozomu.

id = inb(11) .

& # genome_id : int{11) WL ==cc=.dp_clusters
El ttle : teudt . @ cluster_id : int{11) -
. r u'ﬂ === dp_genome_files H# aversge distance : flost

-=--=.dp_genomes # file_id : int(11) ‘ — -

‘“—1 % genome_id : int{11) 2 file : tesct Ean d: ...t..ll.dp_l:nlerﬁ

g4 cizds id + int(11) Q4 zss=mbhy id : int(11) L w i ) T
15 title 1 test 5 chromosome @ varchar(g) = ¢ gatetims o rn e

# sze : bigint(20) *; FLpeld: enu!'nl_?uadruplsxﬁ.ﬁpl Nty
- N ile_id @ int{11
e -=:“_5"':|||_J'—":.'JE":‘E # active : tinyint(1) # znnotsted : tinyint{1)
Ilgl ‘::.lacle_x:l : int(11) # dlustered 1 timyint(1)
title : tesdt # rated : tinyint(1)
v z=c¢z.dp_spl_sequences_genes vy z=c:z.dp_spl_sequances
# sequence_id : int{11) b sequence_id : int{11)
€% gene_id : int{11) ? guery_id : int{i1) ¥
# gene_part_type : enum( promaoter’, 'exon’, intron’) [Zl sequence_left_neighborhood @ varchar(50)
# eon_indesx @ int{11) sequence : varchar(50)

uﬂl :=-<z.dp_quadruplexes_sequences_genes

# sequence_id = int{11) [ ]
€% gene_id : int(11)

# gene_part_type : enum( promater’, 'seon’, intron’)

H# exon_index : int{11)

g L¥ === dp_guadruplexes_sequences_groups_positions
% sequence_id : int{11) ]
% start : int{11)

# length :int(11)

vy z=cvz.dp_p53_sequences_genes

% sequence_id : int{11) »
€% gene_id : int(11)

% gene_part_type : enum( promater’, 'sxon’, intron’)

H excon_index :int(11)

Ve
—1 % gens_id : int{11)

% name : varchar(12)

[El shernative_name : varchar(32)
@ teStart @ bigint(20)

2 teEnd : bigint{20)

@ strand : enum("+,-7)

2l sequence_right_neighborhood : varchar(50)
? start : bigint{20)

# end : bigint{20)

# strand : enum{’+',-")

# cluster_id : int(11) | S
ﬂ'ﬂ :=-<z.dp_gquadruplexes_sequences

# sequence_id : int{11)

# guery_id : int{11) | =

[El sequence_left_n=ighborhood @ varchar(50)
[Z sequence : varchar({50)

[l sequence_right_ns=ighborhood @ varchar(50)
# start : bigint[20)

? end 1 bigint{20)

# strand : enum(*+.-7)

# cluster_id : int{i1}) ¥
# groups @ int{11)
#
#
#

groups_relstive : int{11}
nonoverlapping @ int{11}
rating : doubls

aﬂl z=c:=.dp_p53_sequences

1% sequence_id : int{11)

@ query_id : int{11) | =
[El sequence left_neighborhood @ varchar(50)

5l sequence : varchar(50)

iEl sequence_right_neighborhood @ varchar(50)

@ start : bigint{20)

# end : bigint(20)

@ strand : enum{’+,-7)

# custer_id 1 int(11) [ ]
@ variant : enum("half, full_identical, full_reverse")
# palindromic : smallint{2})

Obrazek 13: Casteéné schéma databaze webové aplikace. Zobrazené vazby mezi tabulkami predstavuji integritni omezeni.

Samotné vysledky analyz jsou rozprostieny mezi tabulky, jejichz nazev konci sequences,
sequences_genes, a tabulku quadruplexes_groups_positions. Prvni jmenované obsahuji pfedevsim
informace o pozicich kazdé sekvence nalezené béhem analyzy a informaci o shluku, do kterého

sekvence nalezi. V zavislosti na délce nalezu mohou obsahovat i samotnou nalezenou sekvenci a jeji
okoli. Tabulky koncici sequences_genes slouzi jednak jako vazebni tabulky mezi zaznamy o
sekvencich a zaznamy o genech, do kterych spadaji, ale zaroven obsahuji i dalsi informace ziskané
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anotaci nalezenych sekvenci - typ €asti genu, do které sekvence ndlezi (gene_part_type) a ptipadny
index exonu (exon_index). V tabulce quadruplexes_groups_positions jsou obsazeny pozice G skupin
v kvadruplexech, které jsou soucasti vystupu programu QFinder.

Diivodem pro rozdéleni tabulky pro sekvence a jejich anotaci na vice téméft identickych tabulek

byl jednak fakt, ze poCet zaznamll v nich se pohybuje v fadech statisicti a rozdé€leni tak znacné
urychluje praci s nimi, a také skuteCnost, ze tabulka s vysledky vyhledavani kvadruplexovych
sekvenci obsahuje atributy, které u ostatnich analyz nejsou potiebné.
Data v tabulce clusters jsou zaznamy o nalezenych shlucich. U kazdého z nich je ve sloupci
average_distance vypocitana praimérna vzdalenost mezi sousednimi sekvencemi ve shluku. V tabulce
genes se nalézaji data o genech, ve kterych lezi néktera z nalezenych sekvencich. Tato data jsou
kopirovana z tabulek ziskanych z databaze aplikace UCSC Genome Browser, kde jsou k dispozici
stazitelné soubory tabulek jeji databaze®.

Prace s databazi

Protoze rizné tiidy operuji s databazi podobnym nebo stejnym zptisobem, bylo vhodné vy¢€lenit tyto
operace do samostatnych modult tak, aby kazdy modul pracoval s jednou databazovou tabulkou.
Toho samoziejme vzhledem ke vztahové provazanosti mezi tabulkami nelze dosahnout stoprocentné
a toto rozdéleni je pouze piiblizné. Konkrétné se jedna o moduly, jejichZz nazev kon¢i slovem Worker
a to ModuleGenesWorker, = ModuleGenomeBrowserWorker, = ModuleGenomeFilesWorker,
ModuleQuadruplexesWorker,  ModuleQueriesWorker a  ModuleSequencesWorker.  Posledni
jmenovany modul provadi operace nad vSemi tabulkami databdze obsahujicimi vysledky né&jakého
hledani, coz jsou vSechny tabulky, jejichz nazev konci sequences.

Uzivatelské rozhrani

Aplikace v zakladu sestava ze dvou stranek. Témi jsou administrace a prohlize¢ vysledki. Obé tyto
¢asti jsou nasledné clenény pomoci zalozek obsahujicich dal§i stranky. To umoziuje pracovat s
aplikaci pohodIngji, nez kdyby pti zmeéné zobrazené sekce pokazdé dochazelo k znovunacteni celého
dokumentu a tim i odsunuti zobrazované oblasti stranky na zac¢atek dokumentu.

Vytvoteny jsou dvé funkéné shodné jazykové verze - Ceska a anglicka. Dalsi text se bude
odvoléavat vyhradné na ¢eskou verzi textovych fetézcii aplikace.

Administrace
Administrace je zalozkami ¢lenéna na sekci Soubory genomu, Analyzy nalezenych sekvenci a
Nastaveni.

Soubory genomu - Seznam zaznami o souborech se sekvencemi chromozomu je
implementovan ve tfidé PageGenomeFilesList (pokud nebude uvedeno jinak, jsou popisované
metody obsazeny v této tfid€), jejiz umisténi relativné k adresafi se strankami aplikace je
admin/_tabs/genomes/_tabs/genome-files-list. Seznam ma definovana tii tlacitka pro provadéni
analyz nad soubory genomu, které se nachazi v souborovém systému. Témito analyzami jsou jednak
vyhledani kvadruplexovych sekvenci a navic také hledani SP1 a P53 vazebnych sekvenci. Kazda z
téchto analyz miize byt provedena nad jedinym souborem nebo davkové nad vice soubory. Zapoceti
analyzy zobrazi ukazatel postupu této analyzy, aby bylo, vzhledem k tomu, Ze analyza mize trvat i
nékolik minut, patrné, v jakém stadiu se analyza nachazi. O jeho aktualizaci se starda metoda
setSearchProgress().

Asynchronni pozadavek na vyhledani kvadruplexi je postupné predan metode
searchForQuadruplexes(), ktera volanim PHP funkce shell_exec() spousti aplikaci QFinder. Ta dany

® http://hgdownload.cse.ucsc.edu/downloads.html
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soubor analyzuje a vysledky této analyzy jsou vraceny ve formatu CSV. Ten je zpracovan tfidou CSV
Parser a takto ziskana data jsou pfedana metodé ModuleQuadruplexWorker::insertCSVLine(), ktera
data uklada do databaze.

Ctyii zalozky editorti slouzi pro zadavani, upravu a mazani metainformaci o souborech
genomtl. VSechny formulafe v nich jsou generovany pomoci tfidy Forms. Editor kladd pracuje se
zaznamy tabulky clades, editor genomi se zaznamy tabulky genomes, editor sestaveni se zaznamy
tabulky assemblies a editor soubora genomu pracuje se zaznamy tabulky genome_files a umoziuje
prochazet a volit soubory genomu uloZené v souborovém systému.

Analyzy nalezenych sekvenci - tato sekce obsahuje zalozku pro kazdy ze tifi typi
vyhledatelnych sekvenci. VSechny zalozky jsou implementovany jedinou tiidou PageSequencesList.
Seznam na kazdé zaloZce obsahuje vSechna provedena hledani daného typu a tfi tlacitka umoziujici
spousténi dodate¢nych analyz nad jednim nebo vice zvolenymi hledanimi davkové.

Nastaveni - tato ¢ast administrace je implementovana tfidou stranky PageSettings a vSechna
nastaveni, kterd umoznuje meénit jsou nacitdna a uklddana zpét do databaze s vyuzitim modulu
frameworku ModuleUserSettings.

Prohlize¢ vysledki
Protoze aplikace dokaze vyhledat vice typil sekvenci, je soucasti prohlizece prepinani mezi témito
typy sekvenci. Prohlizeni vSech typil sekvenci je vSak implementovano stejnymi tfidami.

Formulat pro vybér chromozomu, jehoz vysledky maji byt zobrazeny, je implementovan za
pomoci tiidy Forms ve strance PageResults. Na zakladé zvoleného typu sekvence a chromozomu
formulaf miize smétovat na rizna URL, jejichz format je

/typ-sekvence/id-klad-genom-sestaveni-chromozom/

kde vSak pouze typ sekvence a id maji vliv na zobrazeny obsah (zbylé udaje jsou v URL obsaZeny pro
jeji lepsi citelnost). Id je celoCiselny identifikitor databazového zdznamu o daném souboru
chromozomu.

Zbytek prohlizece je tvofen tifemi zalozkami této stranky pro prohlizeni nalezenych sekvenci,
shluk a statistik tykajicich se zvoleného chromozomu a typu sekvenci.

Nalezené sekvence - obsah zalozky je implementovan ve tfidé stranky PageSequences. Vzhled
a funkce seznamu s nalezenymi sekvencemi jsou v piipadé zobrazeni kvadruplexovych sekvenci
(vystupti programu QFinder) mirn€ odlisné nez v ptipadé zbylych dvou typti.

Seznam u kvadruplext oproti jinym typim navic obsahuje informaci o poctu G skupin, podle
které je mozné sekvence i filtrovat. Dale kvadruplexy jako jediné obsahuji sekvence natolik dlouhé,
ze neni mozné je prehledné zobrazit celé. Sekvence del$i nez 30 znakidl jsou proto zkraceny a
zobrazeni celé sekvence je mozné po najeti kurzorem na ni. HTML koéd s uplnym fetézcem sekvence
je generovan a nacten asynchronné modulem ModuleSequenceDetail, ktery sekvenci ¢te piimo ze
souboru genomu v souborovém systému a to pomoci tfidy ClassGenomeFilesReader. O samotné
zobrazeni HTML kodu se sekvenci se stara doplnék JQuery qTip’.

U kazdé kvadruplexové sekvence je mozné volitelné provést a zobrazit hloubkovou analyzu,
ktera zobrazi veskera mozna umisténi kvadruplexd v ramci nalezené sekvence. Po kliknuti na ikonku
+ pfitomnou u kazdé zobrazené kvadruplexové sekvence je metodé getDeepAnalysis() tiidy
PageSequences predan asynchronni pozadavek s identifikdtorem sekvence a jejim typem. Tato
metoda spousti pomoci PHP funkce shell_exec() program pro hloubkovou analyzu s parametry
danymi aktudlnim nastavenim aplikace. Stejn¢ jako pfi rychlé analyze programem QFinder je i
vysledek hloubkové analyzy nejdiive zpracovan tiidou ClassCSVParser. Nicméné vysledky
hloubkové analyzy nejsou ukladany do databaze, ale pouze sefazeny sestupné podle jejich

" http://craigsworks.com/projects/qtip/
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ohodnoceni a zobrazeny. Protoze u nékterych sekvenci z rychlé analyzy je mozné najit az stovky
umisténi, je jejich pocet pii zobrazeni omezen na nejlépe hodnocenych dvacet.

Shluky - zalozka zobrazujici shluky je implementovana ve tfid¢ stranky PageClusters.
Sekvence nalezici do shluku tentokrat nejsou nacitany asynchronné po kliknuti na ikonku +, ale jsou
v dokumentu ptitomny jiz ve chvili, kdy je nacten seznam shlukii.

Statistiky - trida stranky implementujici tuto zalozku ma nazev PageStatistics. Vsechny
zobrazené statistiky jsou poctem sekvenci ur¢itych vlastnosti na daném chromozomu. Jako takové
jsou v8echny ziskany pomoci databazové agrega¢ni funkce COUNT.

Filtrace

Filtry seznamt s vysledky jsou implementovany pomoci modulu frameworku ModuleFilter, ktery je
funkéné spojen s modulem ModuleList implementujicim samotné seznamy. Formulafe filtri jsou
generovany tfidou Forms, nicméné vysledné formulafe oproti formuldiim v administraci nijak
nespolupracuje s databazi. Namisto toho je obsah filtratniho formulate ukladan do COOKIE, aby
bylo jeho nastaveni k dispozici jak pfi obnoveni celého dokumentu, tak i pfi zméné fazeni nebo
stranky filtrovaného seznamu, kdy je na server zasilan asynchronni pozadavek.

Vétsina polozek filtru upravuje klauzuli HAVING SQL dotazd, ktery ziskava data zobrazovana
v seznamech. Tato klauzule narozdil od klauzule WHERE umoziiuje odkazovat se na data pomoci
aliasti vytvotrenych v klauzuli SELECT.

Vyjimku tvofi filtr maximalni délky polozky. ProtoZze nalezené sekvence a geny, ve kterych se
mohou nalézat, existuji ve vztahu 1:m, musi byt data o anotaci vybirdna poddotazem. Tzn. ze
nastaveni filtru se musi projevit pfimo v tomto poddotazu, nikoliv v klauzuli HAVING hlavniho
dotazu. Zaroven to znamena, ze tento filtr, pokud je pouzit samostatné bez filtrace podle anotace,
neovliviiyje pocet vysledki hledani, ale pouze data jejich anotace.

Propojeni s aplikaci Genome Browser

Pro zobrazeni nalezené sekvence v aplikaci UCSC Genome Browser postacuje vytvofit jednoduchy
hypertextovy odkaz predavajici HTTP metodou GET parametry urcujici zobrazenou ¢ést genomu a
tracky. Format URL tohoto odkazu je

http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?position=chromozom:od-
do&refGene=pack&knownGene=packé&mrna=packé&cons4oway=full

pticemz chromozom je nazev chromozomu (u ¢lovéka chrl az chr22, chrX a chrY) a parametry od a
do uréuji rozmezi zobrazovanych dat na udaném chromozomu. Zbylé parametry udavaji stopy, které
ma Genome Browser zobrazit. Krom¢ téchto stop mohou vsak byt po nacteni aplikace zobrazeny i
jiné, protoze Genome Browser si nastaveni stop pamatuje a pokud neni zptisob jejich zobrazeni udéan
v URL, zlistava nezménén od posledniho zobrazeni.

Odkaz na vyhledané sekvenci zobrazi rozsah celé sekvence plus jejiho kratkého okoli, tj. 10bp
na obou koncich sekvence. Naproti tomu odkazy na genech nalezenych anotaci zobrazuji presné
rozsah daného genu a stejné tak i odkazy na vysledcich hloubkové analyzy zobrazuji pouze ¢ast
sekvence, na které se nalezeny kvadruplex formuje.

Anotace

Informace o poloze sekvence vuci genim daného chromozomu je pro posouzeni vyznamu této
sekvence klicova. Aplikace je proto schopna na zakladé informaci o pozicich a struktuie znamych
gend anotovat nalezené sekvence informaci nejen o umisténi vici gentim, ale i v ramci gent. O kazdé
nalezené sekvenci tak je znamo, nachazi-li se zcela mimo gen, v promotoru genu nebo v jeho intronu
¢i exonu.
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promotor intron exon
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Genl ------- —- - ‘ ‘ |
Gen2 ------- T ; j ] 3 \
Sekvence 1 Sekvence 2 Sekvence 3
gen 1 - promotor gen1-exon gen 1-exon
gen2 - promotor gen 2 - intron gen 2 - nic

Obrazek 14: Anotace nalezenych sekvenci.

Za promotorovou oblast je povazovan usek chromozomu bezprosttedné piedchazejici zacatek
transkripce genu. Délka tohoto iseku je pii analyze nastavena na deset tisic bazi, nicméné tento udaj
je mozné nastavenim filtru snizit aZ na nulu.

Pokud anotovana sekvence zasahuje do vice nez jedné ¢asti genu, pak je anotovana pouze
jedna z téchto Casti a to prioritné v pofadi promotor, exon, intron.

Anotace je implementovana v modulu SequencesWorker v metodé AnnotateQuerySequences().
Tato metoda pfijima jako parametr identifikator hledani (hodnotu atributu queryld z databazové
tabulky queries) a anotuje vSechny sekvence nalezené v tomto hledani. Zpisob anotace je ukazan v
algoritmu 1.
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// pro kazdy vysledek daného hledéani ziskany z databaze
sequences = getSequencesFromDB (queryId) ;
foreach (sequences as sequence) {

// vybere z databaze takové geny (tj. nazev, zacatek a konec transkripce a

// zacatky a konce exonll), pro které plati, Ze zacatek nebo konec sekvence
// vysledku hledani leZi v oblasti mezi jejich zacdtkem a koncem transkripce.
// Navic vypocte podle maximdlni délky promotoru a vlakna genu pozice zacatku a

// konce promotoru téchto genu.
genes = getGenesFromDB (sequence.start, sequence.end);
// pro kazdy nalezeny gen
foreach (genes as gene) {
// pokud zacCatek nebo konec sekvence vysledku lezi v oblasti promotoru
if |
sequence.start within gene.promoterStart, gene.promoterEnd ||
sequence.end within gene.promoterStart, gene.promoterEnd
) A
// ulozi do databéaze informaci, Ze sekvence leZi v promotoru genu
setSequenceInPromoter (sequence) ;
}
// Jjestli zacatek nebo konec sekvence vysledku lezl v oblasti nékterého exonu
else if (
sequence.start within gene.exonStarts, gene.exonEnds | |
sequence.end within gene.exonStarts, gene.exonEnds

) A

// ulozi do databédze informaci, Ze sekvence leZzi v exonu genu a jeho index
setSequencelnExon (sequence, exonlndex);

}
else {
// uloz do databédze informaci, Ze sekvence leZzi v intronu genu

setSequenceInIntron (sequence) ;

Algoritmus 1: Anotace vysledkii hledani informaci o umisténi sekvence vi¢i gentim.

Pozice zacatku a konce promotoru genu zavisi na nastavené maximalni délce promotoru a vlaknu
dvousroubovice, na kterém se dany gen nachazi. Pokud je gen na kladném vlaknu, pak je promotor
umistén pred pozici zacatku transkripce genu. V opacném piipadé, kdy je gen umistén na zaporném
vlakné se promotor nachazi za koncem transkripce tohoto genu.

Shlukova analyza

Shlukova analyza znamena nalezeni skupin sekvenci, které spolu potencialné mohou funkcné
souviset. Za shluk je povaZzovana mnozina sekvenci, ve které zadné dvé sousedni sekvence nejsou od
sebe vzdaleny vice nez dany pocet bazi (tento pocet je mozné nastavit v administraci aplikace).

ﬁ/_}wr

1500bp 400bp 800bp 1400bp 250bp

Obrézek 15: Tvorba shluki pii maximalni vzdalenosti sousednich sekvenci 1000 bazi. Cerné tiseky predstavuji nalezené

sekvence, zluté¢ podbarvené ¢asti jsou shluky. Nejlevejsi sekvence neni soucasti zadného shluku.

Stejné jako v ptipad¢ anotace je i shlukova analyza implementovana v modulu SequencesWorker,
tentokrat v metodé searchForQueryClusters() pfijimajici jako parametr opét identifikator hledani.
Prtibéeh hledani shluki a pfitazeni sekvenci do shlukti je popsan algoritmem 2.
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// pro kazdy vysledek daného hledani ziskany z databéaze
sequences = getSequencesFromDB (queryId) ;
foreach (sequences as sequence) {

// ziskej z databdze identifikatory vsech sekvenci, JjejichzZz zacatek je roven
// nebo leZi za zacatkem sekvence zkoumaného vysledku a zaroven neni od konce
// zkoumané sekvence dale neZ nastaveny poclet bazi

ids = getIdsOfSequencesInVicinity (sequence);

// pokud byly ziskany alespon 2 identifiké&tory (tj. alesponn jeden, ktery

// neidentifikuje samotnou zkoumanou sekvenci)
if (count (ids) >= 2) {
// pokud zkoumanad sekvence JjiZ patt¥i do nékterého shluku
if (inCluster (sequence)) {
// zatrad v8echny sekvence nalezené v okoli do tohoto shluku

foreach (ids as 1id) {
setCluster (id, getCluster (sequence));

}
else {
// vytvor novy shluk

clusterId = createCluster();

// zatrad vsechny sekvence nalezené v okoli do tohoto shluku
foreach (ids as 1id) {
setCluster (id, clusterId);

Algoritmus 2: Shlukova analyza nalezenych sekvenci.

4.2  Hledani kvadruplexovych sekvenci

4.2.1 Specifikace

Vyhledavéni kvadruplext bude z¢asti vyuZzivat algoritmt vytvorenych v ramci bakalaiské prace Jitiho
Némce v roce 2010 [11]. Zistane tedy zachovano rozdéleni analyzy na dvé faze. Pro prvni fazi
rychlého vyhledani sekvenci, které mohou obsahovat kvadruplexy bude pouzit piimo program
QFinder, kterému bude pouze upraven format vystupu. Program AllQFinder pouzit nebude, protoze
jeho algoritmus vyuziva pro vyhledani moznych umisténi kvadruplexu ve vstupni sekvenci hrubé sily
a zbytecné generuje celou mnozinu konfiguraci kvadruplexového vzorce (1) a testuje postupné
vSechna mozna zarovnani vSech jeho prvki se vstupni sekvenci. Soucasti této prace je proto i
navrzeni efektivnéjsiho algoritmu schopného nalézt v§echna mozna umisténi kvadruplext rychleji.

Zmény v programu QFinder

Diky prezentaci vyslednych informaci v podobé webové stranky odpada nutnost mit informace ve
vystupech snadno citelné clovékem. Naopak ucelnd je snadna strojova zpracovatelnost, aby data
mohla byt jednoduse ulozena do databaze. Z téchto dvou divoda byl pro vystup zvolen format CSV,
puvodni format je v8ak v programu zachovan a CSV vystup musi byt zapnut pomoci piepinace -C.
Vstupem programu ztistane soubor ve formatu FASTA.
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Kazdy tadek vystupniho CSV souboru piedstavuje jeden tisek nékteré vstupni sekvence (pro
ucely vytvarené webové aplikace je tato sekvence vzdy jedind a to sekvence zahrnujici cely
chromozom organismu), obsahujici jednu nebo vice kvadruplexovych sekvenci. Format fadku tohoto
souboru vypada nésledovné:

header;base;position;length;g groups;g groups relative;nonoverl
apping;groups positions;sequence left neighborhood;sequence;seq
uence right neighborhood

kde header je piesnou kopii FASTA hlavi¢ky piislusné vstupni sekvence, base je baze tvorici tetrady
(G nebo C v piipadé¢ komplementarniho fetézce), position je pozice zaCatku nalezené sekvence v
analyzované sekvenci, length je délka nalezené sekvence, g_groups je pocet G skupin v nalezené
sekvenci, g_ groups_relative je pocet G skupin v nalezené sekvenci se zapoctenim G skupin, které se
mohou vyskytovat v jedné nepfetrzité sekvenci guaninti (napt. skupina GGGGGGG obsahuje dvé
takové skupiny), nonoverlapping je pocet nepiekryvajicich se kvadruplexu v nalezené sekvenci (je
mozné si je predstavit jako pocet dilli, na které se da vysledna sekvence rozd¢lit, aby tvorily nezavislé
kvadruplexy [11]), g_positions je pozice a délka vSech G skupin v nalezené sekvenci,
sequence_left_neighborhood a sequence_right_neighborhood je kratky tusek vstupni sekvence
predchazejici a nasledujici za nalezenou kvadruplexovou sekvenci a kone¢né sequence je samotna
nalezena sekvence.

Rozhrani programu pro hloubkovou analyzu

Stejn¢ jako v pfipadé programu QFinder se bude jednat o konzolovou aplikaci. Kromé vstupni
sekvence program pro svou praci bude potiebovat informace o parametrech, které byly ptivodné
predany programu QFinder. Témi jsou minimalni a maximalni délka smycky, minimalni a maximalni
délka sekvenci tvoricich tetrady a baze tvofici tetrady (nejobvykleji G nebo C v zavislosti na vlakné
sekvence).

Vyznam erét}(y ) Dvloufly ) Vychozi Povinny VyZaduje
prepinad prepinad hodnota argument
Minimalni délka G-skupiny -m -11 1 Ne Ano
Maximalni délka G-skupiny -n -12 7 Ne Ano
Minimalni délka smycky -0 -gl 3 Ne Ano
Maximalni délka smycky -p -02 5 Ne Ano
Vstupni sekvence -S - -—- Ano Ano
Baze G-skupiny -b --- G Ne Ano
Vypsat pouze nejlepsi hodnoceni -r - --- Ne Ne
Napovéda -h --- --- Ne Ne

Tabulka 1: Parametry p¥ikazové Fadky programu pro hloubkovou analyzu potencialnich kvadruplexovych sekvenci a
jejich vychozi hodnoty.

Pro spusténi algoritmu bude vyzadovano pouze zadani sekvence. Pii vynechani jednoho ¢i vice ze
zbyvajicich péti jmenovanych parametrii pouzije program vychozi hodnoty, které jsou odvozeny ze
vzorce 5. Podrobnéji vSechny mozné piepinace a jejich vyznam popisuje tabulka 1.

Vystup programu bude opét ve formatu CSV a kazdy radek vystupu bude mit format

tetradeCount;rating;groupStarts; sequence

kde tetradeCount je pocet tetrad, které nalezeny kvadruplex vytvari, rating je hodnoceni kvadruplexu,
groupStarts jsou indexy zacatkt skupin bazi tvoficich tetrady oddélené symbolem | a sequence je
vstupni sekvence, ve které je struktura kvadruplexu vyznacena oddélenim smycek a skupin bazi
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tvoficich tetrddy symbolem |. Druhym moznym vystupem je vypsani pouze nejvyssiho ohodnoceni ze
vSech nalezenych kvadruplext. Tento mod se zapina pomoci piepinace -r a bude vyuzit webovou
aplikaci pii hodnoceni vystupnich sekvenci programu QFinder.

Hodnoceni kvadruplexu bude spo¢teno na zakladé poctu tetrad a primérného rozdilu délek
smycek podle vzorce

hodnoceni = pocet tetrad / (pramérny rozdil délek smycek + 1) (6)

4.2.2 Algoritmus programu pro hloubkovou analyzu

Algoritmus je zalozen na hledani cest o vrcholové délce 4 v acyklickych orientovanych grafech
vytvorenych na zéklad€ vstupni sekvence a vstupnich parametri kvadruplexového vzorce. Kazdy z
vrchold této cesty predstavuje jednu ze ¢tyt skupin, jejichz baze tvoii tetrady kvadruplexu.

Pro tucely dalsiho popisu nazyvejme multiskupinou posloupnost bazi tvoticich tetrady (G nebo
C) takové délky, Ze pro dany pocet tetrad vysledného kvadruplexu mize tato posloupnost byt
rozdélena na dvé a vice menSich podsekvenci o délce rovné tomuto poctu tetrad a odd€lenych
takovym pocCtem bazi, aby byl vétSi nebo roven minimalni velikosti mezery. Zminéné mensi
podsekvence multiskupin nazyvejme podskupiny. Mnozinu posloupnosti, které podminky pro
multiskupinu nespliuji nazyvejme skupinami a jeji podmnozinu posloupnosti o délce presné rovné
pozadovanému poétu tetrad zvéme minimalnimi skupinami.

Pocet tetrad = 3 Pocet tetradd = 5

GGGGGGG — multiskupina GGGGGGG - skupina

GGGGG - skupina GGGGG - minim&lni skupina
GGG - minimalni skupina GGG - netvori skupinu

Obrazek 16: Ukazka oznaceni posloupnosti bazi tvoticich tetrady kvadruplexu pro dva rtizné pocty tetrad.
Podtrzené ¢asti skupin ilustruji mozné umisténi podsekvence bazi tvoficich tetrady ve vysledném kvadruplexu. Zobrazena
multiskupina obsahuje dvé podskupiny.

Pro jednoduchost zatim uvazujme sekvenci s jedinou multiskupinou. Vrcholy prohledavaného grafu
jsou tvofeny pouze skupinami a minimalnimi skupinami. Multiskupiny jsou pied vytvofenim grafu
prevedeny na skupiny a graf je pak vytvofen pro kazdé mozné umisténi podskupin v ramci
multiskupiny neboli konfiguraci multiskupiny.

Graf pro kazdou konfiguraci multiskupiny je sestaven po trovnich tak, Ze kazda uroven
obsahuje vrcholy pfedstavujici veSkerda moznd umisténi podsekvenci jedné skupiny o délce
odpovidajici poctu tetrad. Témto umisténim fikejme konfigurace skupiny. Hrany grafu pak mohou
existovat pouze mezi vrcholy dvou urovni, nikdy uvnitt Grovné. Hrany jsou vytvofeny spojenim
vSech vrcholti kazdé Grovné se vSemi vrcholy nasledujici irovné a kazdé dalsi urovné, za kterou
nasleduji alespon jesté dvé arovné.
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0 1 2
01234567890123456789012345678
GGGGTGGGGAGAGGGGGGGTGGGAGAGGG

0 1 2 3 4 5

0 1 2
01234567890123456789012345678
GGGGTGGGGAGAGGGGGGGTGGGAGAGGG
0 1 2 3 4

0. CID (:)
1. (:) C:D

> S

Obrazek 17: Ukazka grafa pro vyhledani kvadruplexi se tfemi tetradami a dvé rizné konfigurace zIuté podbarvené
multiskupiny (tato multiskupina jich mé celkem 6 a graf musi byt sestrojen pro kazdou z nich). Cisla v uzlech odpovidaji
indextim znakd v fetézci sekvence. Podtrzené ¢asti sekvence predstavuji skupiny dané konfigurace. Algoritmus graf
prochazi z kazdého uzlu, ze kterého je mozné vytvotit cestu vrcholové délky 4. V grafech jsou tyto uzly vyznaceny

dvojitou ¢arou.

Ve vsech grafech vytvofenych pro kazdou moznou konfiguraci multiskupin v analyzované sekvenci
jsou nasledné vyhledany vSechny cesty o vrcholové délce 4. Vychozimi uzly pro tyto cesty jsou
vSechny uzly grafu s vyjimkou uzlt poslednich tii Grovni.

vvvvvv

nutné vytvofit a prohledat graf pro kazdy prvek kartézského soudinu mnozin konfiguraci vSech
multiskupin. Prvku vysledné mnoziny fikejme konfigurace vstupni sekvence.

GGGTACAGGGGGGGCTGAAGGGGGGGAGGTCAGGGG

GGG-GGG
GGG----
~GGG---
--GGG--
---GGG-
----GGG

X

GGG-GGG
GGG----
~GGG---
--GGG--
---GGG-
----GGG

Obrazek 18: Vstupni sekvence s vice multiskupinami. Graf musi byt vytvoren pro kazdou kombinaci konfigurace prvni a
druhé multiskupiny (neboli konfiguraci vstupni sekvence) - celkem 36 moznosti.

Zaklad algoritmu

Program implementujici algoritmus pro hloubkovou analyzu vystupni sekvence programu QFinder je
napsan v jazyce C++. Zakladni kostra programu, je ukazana v algoritmu 3.
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// pro kazdy mozny pocCet tetradd n, Jjehoz rozsah je dan vstupnimi (1)

for (n = minGroup; n <= maxGroup; ++n) {
// zjisti které skupiny obsahuji alespon n bazi (2)
relevantGroups = getRelevantGroups (groups, n);

// zjisti, které z téchto skupin jsou multiskupinami

// a zéroveil vygeneruj vSechny jeji konfigurace (3)
multiGroups = getMultigroups (relevantGroups) ;

// zjisti maximalni pocet skupin v konfiguraci sekvence
// a pokud existuje dostatedny poclet skupin, aby tvofily kvadruplex (4)

if (getMaxGroupsCount () >= 4) {

}

// dokud existuje dald3i konfigurace sekvence (vektor skupin) (5)
while (sequenceConfig = getNextSequenceConfig()) {
// pro kazdou skupinu v konfiguraci
for (i = 0; 1 < sequenceConfig.size(); ++i) {
// vypocti vSechny konfigurace skupiny (6)
sequenceConfig[i] .configs = getGroupConfigs (sequenceConfig(i]);
// vytvor seznam skupin, které mohou nasledovat po této (6)
sequenceConfig[i] .next = getPossibleNextGroups (sequenceConfiqg) ;

// pro kazdou skupinu z této konfigurace vstupni sekvence, kterd muze
// tvorit zacatek vysledného kvadruplexu
lastStartGroupIndex = sequenceConfig.size() - 4;
for (startGroup = 0; startGroup <= lastStartGrouplndex; ++startGroup) {
// nalezni a vypis$ vSechny takové kvadruplexy (7)
findQuadruplexes (sequenceConfig, startGroup) ;

else exit();

Algoritmus 3: Hloubkova analyza kvadruplexovych sekvenci, které jsou vystupem programu QFinder.

Jednotlivé body algoritmu rozebereme podrobnéji:

ad 1) V zavislosti na vstupnich parametrech udavajicich minimalni a maximalni pocet tetrad

ad 2)

ad 3)

ad 4)

ad 5)

ad 6)

tvoricich hledané kvadruplexy je hledani provedeno né€kolikrat, jednou pro kazdy povoleny
pocet tetrad.

Protoze jednotlivé skupiny ve vstupni sekvenci mohou mit riiznou délku (zdola omezenou
minimalnim poétem tetrad), jsou z té€chto skupin vyfiltrovany ty, které maji délku mensi nez je
aktualni n.

Algoritmus identifikuje ve zbylych skupinach multiskupiny pro aktudlni n a vygeneruje a ulozi
si vS§echny jejich konfigurace (viz dale).

Pokud soucet maximalnich poctl podskupin vSech multiskupin je alesponi 4, existuje Sance, Ze
mohou tvofit kvadruplexy a algoritmus pokracuje. V opaéném piipadé algoritmus skon¢i,
protoze pro zadny vyssi pocet tetrad nez je aktudlni n 4 ¢i vice skupin rovnéz po filtraci
nezlistanou.

Postupné jsou kombinovanim konfiguraci multiskupin generovany konfigurace vstupni
sekvence, nad nimiz probiha zbyla cast algoritmu.

Kazdé skupiné aktudlni konfigurace jsou vypoctena vSechna moznd umisténi podfetézce o
délce n. Kazda tato skupina odpovida jedné Grovni grafu na obrazku 17 a kazdé umisténi je
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jednim vrcholem tohoto grafu v dané urovni. Nasledné je u kazdé skupiny vytvofen seznam
vSech moznych skupin, jez mohou obsahovat dals$i sekvenci tetrady tvoficich bazi ve
vysledném kvadruplexu. Tento seznam reprezentuje hrany zminiovaného grafu.

ad 7) Rekurzivnim prochazenim vytvofeného grafu pocinaje od vSech skupin aktualni konfigurace
jsou vypsany vsechny cesty v grafu o vrcholové délce 4, které tvoti hledané kvadruplexy.

Pouzité datové typy

Program vyuzivéa tfi datové typy definujici struktury, které reprezentuji skupinu, multiskupinu a
nalezené kvadruplexy.

Datovy typ skupiny ma nazev group_t a obsahuje atributy offset, ktery obsahuje pozici prvniho
znaku skupiny v ramci vstupni sekvence, length obsahujici pocéet bazi ve skuping, positions, do néjz
jsou ukladany pozice konfiguraci skupiny generované v bod¢ 6 algoritmu 3 a next, ktery slouzi pro
ulozeni indexi moznych nasledniki skupiny, které jsou zjistény v tomtéz bodé algoritmu 33.

Datovy typ multiskupiny je pojmenovan multigroup_t. Tato struktura je vyuzivana jako
rozsifeni struktury group_t, coz znamena, Ze pro kazdou proménnou typu multigroup_t v programu
vzdy existuje struktura typu group_t. Atribut isMultigroup drzi informaci o tom, zda je piislusna
struktura group_t multiskupinou ¢i nikoliv. Dal§imi atributy, které jsou relevantni pouze v ptipadé, ze
isMultigroup ma hodnotu true, jsou atribut configs, ktery je vektorem vektori pozic podskupin
multiskupiny, atribut currentConfig, ktery obsahuje index ukazujici na vektor podskupin ve vektoru
configs a atributy previous a next, které obsahuji index piedchozi a nasledujici struktury multigroup_t
s atributem isMultigroup rovnym true v ramci vektoru struktur multigroup_t. Posledni &tyii
jmenované atributy jsou vyuzivany pii generovani konfiguraci multiskupin a konfiguraci vstupni
sekvence.

Nazev datového typu struktury pro ulozeni nalezenych kvadruplext je quadruplex_t a tato
struktura obsahuje pocet tetrad v atributu tetradeCount, vektor pozic sekvenci tetrady tvoficich bazi v
atributu groupStarts a délky jednotlivych smyc¢ek ve vektoru loopLengths.

RozliSeni multiskupin a generovani jejich konfiguraci

Multiskupinou je kazda skupina takova, ze maximalni pocéet podskupin, které miZe ve svych
konfiguracich obsahnout je vétsi nez jedna. Zptsob generovani vSech konfiguraci multiskupiny Ize
vidét na algoritmu 4.

Maximalni pocet podskupin PP je vypogéitan jako

PP = [(DS+ MDS)/(n + MDS)] @)

kde DS je délka zkoumané skupiny, MDS je minimalni délka smyCky a n je pocet
tetrad.

GGGGGGGGGGGGGG GGGGGGGGGGGGGG GGGGGGGGGGGGGG
1. GGG-GGG-GGG—-- 9. GGG---GGG--GGG 17. --GGG-GGG-GGG-
2. GGG-GGG--GGG-- 10. GGG----GGG-GGG 18. --GGG-GGG--GGG
3. GGG-GGG---GGG- 11. -GGG-GGG-GGG-- 19. --GGG--GGG-GGG
4. GGG-GGG----GGG 12. -GGG-GGG--GGG- 20. —---GGG-GGG-GGG
5. GGG--GGG-GGG-- 13. -GGG-GGG---GGG
6. GGG--GGG--GGG- 14. -GGG--GGG-GGG-
7. GGG--GGG---GGG 15. -GGG--GGG--GGG
8. GGG---GGG-GGG- 16. -GGG---GGG-GGG

Obrazek 19: Ukazka postupného generovani konfiguraci multiskupiny o délce 14 pro 3 podskupiny a 3 tetrady.
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// pro kazdy mozny pocCet podskupin od jedné do maximdlniho poctu podskupin

for (subgroupsCount = 1; subgroupsCount < PP; ++ subgroupsCount) {
// vygeneruj pocatec¢ni konfiguraci, ve které jsou podskupiny na svych
// nejlevéjsSich moZnych pozicich, a prohlas ji za nové nalezenou
currentConfig = getInitialConfig();
found = true;

// dokud jsou nachazeny nové konfigurace

while (found) {
// uloZ nalezenou konfiguraci
multigroup.configs.push back (currentConfig) ;

// pokus se naleznout dalsi konfiguraci uUpravou predchozi

found = false;

// pro kazdou podskupinu k predchozi konfigurace od nejpravéjsi
// po nejlevéjsi

for (k = subgroupsCount - 1; k >= 0; --k) {

if (k == subgroupsCount - 1) { // pokud jde o nejpravejsi skupinu
if (isMovableToRight()) { // pokud Jji lze posunout o pozici doprava

currentConfigl[k]++; //posune skupinu o pozici doprava
found = true; // byla nalezena nova konfigurace
break; // v tomto cyklu jiz nic neposunuje

}

else { //nejde o nejpravéjdi skupinu

if (isMovableToRight()) { // pokud Ji lze posunout o pozici doprava

currentConfig[k]++; // posune skupinu o pozici doprava
// posune vsechny pravejsi skupiny tesne za ni
moveGroupsOnRight () ;

found = true;
break; // v tomto cyklu jiz nic neposunuje

Algoritmus 4: Generovani konfiguraci multiskupiny.

Generovani konfiguraci vstupni sekvence

Pfi generovani konfiguraci vstupni sekvence se uplatiiuje podobny princip jako pfi generovani
konfiguraci multiskupin. Namisto kombinovani pozic podskupin jsou vSak konfigurace vstupni
sekvence vytvareny postupnym prochazenim prvkd kartézského souinu mnozin konfiguraci
multiskupin. Nad kazdym takovymto prvkem je pak vytvoien graf popisovany v kapitole 4.2.2.
Informace o multiskupinach jsou v programu ulozeny ve vektoru struktur typu multigroup_t.
Naposled pouzita konfigurace vstupni sekvence je tedy reprezentovana vSemi atributy currentConfig
Vv téchto strukturdch. Prvni konfigurace vstupni sekvence se sklad4 z prvnich konfiguraci multiskupin.

Zpusob generovani dalsich konfigurace z konfigurace piedchozi popisuje algoritmus 5.
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// od nejpravéjsi skupiny
currentMultigroup = rightmostMultigroup;
do {
// pokud mé& skupina dalsi konfiguraci
if (multigroups[currentMultigroup].configs.size() - 1 >
multigroups[currentMultigroup] .currentConfig) {
// posune multiskupinu do nédsledujici konfigurace

multigroups[currentMultigroup] .currentConfig++;

// nastav vsem pravéjsim multiskupindm jejich prvni konfiguraci
while (true) {
// posune se o skupinu vpravo

currentMultigroup = multigroups|[currentMultigroup].next;

if (currentMultigroup != -1) { // pokud skupina vpravo existuje
// nastavi jeji prvni konfiguraci
multigroups[currentMultigroup] .currentConfig = 0;

}

else {

found = true;
break; // byla nalezena nova konfigurace

}
else {
// pokud existuje néjakd multiskupina vice vlevo
if (multigroups|[currentMultigroup] .previous != -1) {
// pokusi se ji posunout v dalsim cyklu
currentMultigroup = multigroups|[currentMultigroup].previous;
}
else {
found = false;
break; // nebyla nalezena dalsi konfigurace

}

} while (true); // dokud neni nalezena nova konfigurace
Algoritmus 5: Generovani konfiguraci vstupni sekvence.

Po naleznuti nové konfigurace jsou do vektoru datovych struktur group_t ulozeny vSechny skupiny a
podskupiny multiskupin. Pii generovani nové konfigurace vstupni sekvence je vzdy zménéna
konfigurace pouze c¢asti multiskupin. Aby zbyteéné nedochédzelo k opakovanému prohledavani
nezménéné casti konfigurace a nalézani jiz nalezenych kvadruplexd, je zminény vektor ofezdn pouze
na skupiny, u nichz existuje Sance, Ze utvofi kvadruplex spole¢né s nékterou podskupinou z
konfigurace nejlevéjsi multiskupiny, jejiz konfigurace byla alesponi jednou zménéna (obrazek 20).
Takto upraveny vektor je jiz vhodnou reprezentaci zminovaného grafu, do niz jsou jesté doplnény
vSechny mozné konfigurace skupin a seznam skupin, které mohou po kazdé skupiné nasledovat (viz
bod 6 algoritmu 3).
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Obrazek 20: Metoda ofezani vektoru skupin reprezentujiciho konfiguraci sekvence. Zluté vyznatena multiskupina je
nejlevéjsi multiskupina, jejiz konfigurace byla alespon jednou zménéna. PodtrZenim jsou vyznaceny aktualni konfigurace
multiskupin. Sipky ukazuji skupiny, do kterych se d4 z jiné skupiny dostat, aniZ by byla porusena podminka maximalni
velikosti smycky (zde 7). V tivahu jsou pritom dale brany jen skoky do nejzazsich skupiny (¢arkovana Sipka ukazuje skok,
ktery neni nejzazsi). Vektor je pak ofezan tak, aby na kazdé stran¢ od podtrzené zluté podskupiny byly maximalné 3 skoky.

Prochazeni grafu

Prochéazeni grafem je implementovano jako rekurzivni funkce s maximalnim zanofenim do Ctvrté
urovneé, ve které je nalezen a vypsan vysledny kvadruplex (v kazdé urovni je kvadruplexu
ukladanému do struktury typu quadruplex_t pfidana jedna skupina bazi tvoficich tetrady). Tato
funkce je volana pro kazdou skupinu, kterd muze tvorit zacatek kvadruplexu. Princip této funkce
popisuje algoritmus 6.
// pro kazdou moznou konfiguraci skupiny
for (i = 0; 1 < groups[groupsIndex].positions.size(); ++i) {
// pokud pfridanim této konfigurace neni poruSena podminka maximalni
// délky smycCky
if (looplLength <= maxLoop) {

/

// roz$iri kvadruplex o tuto konfiguraci
g.groupStarts.push back (groups[groupsIndex].positions[i]);

// pokud se nachédzi v nizZs$i nez c&tvrté urovni zanofeni
if (level < 3) {
// pro kazdou moznou nasledujici G skupinu
for (int j = 0; j < groups[groupsIndex].next.size(); ++j) {
//vola rekurzivne tuto funkci
crawlGraph (groups, groups[groupsIndex].next[j], level + 1, q);

}
else { // pokud se nachédzi ve c¢tvrté uUrovni zanofeni

/

// vytiskne kvadruplex
printQuadruplex (q) ;

Algoritmus 6: Rekurzivni algoritmus prochazeni grafem a hledani vyslednych kvadruplexa.

Casova a prostorova slozitost

Casovou sloZitost algoritmu nelze urit presng, protoZe je siln& ovlivnéna tvarem vstupni sekvence,
tedy poctem a délkou skupin a multiskupin a také jejich poradim. Lze vSak fict do jaké miry ji ovlivni
jednotlivé parametry vstupni sekvence.

Pro standardni rozsah 3 az 5 tetrad je nutné provést 3 iterace. Kazda iterace sice obsahuje
rozdilné pocty skupin a multiskupin, ale pro jednoduchost zachazejme s jednotlivymi iteracemi tak,
jako by byly rovnocenné. Pokud by tomu tak nebylo, bylo by nutné uvazovat nasledujici vzorce pro
kazdou iteraci zvIast.
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Algoritmus prochazi vSechny mozné konfigurace vstupni sekvence. Uvazujme, opét pro
jednoduchost, ptipad, kdy vstupni sekvence obsahuje pouze multiskupiny stejné délky. Pocet
konfiguraci vstupni sekvence SCC se pak vypocita jako

SCC = MccM¢ (8)

kde MCC je pocet konfiguraci jedné multiskupiny a MC je pocet multiskupin. SCC tedy roste s
poctem multiskupin exponencialné.

Pii prochazeni grafu je nutné projit také vSechny konfigurace skupin. M&me sekvenci, ve které
nejsou zadné multiskupiny a uvazujme u vsSech skupin stejnou délku GL. Maximalni pocet
konfiguraci jedné skupiny GCC je

GCC= GL—TC+1 9)

kde TC je pocet tetrad ve vysledném algoritmu. Pfi poctu skupin GC je pocet cest PC o vrcholové
délce 4 v jednom grafu

PC = (GC - 3) Gcet (10)

Obecné lze tedy fici, Ze Casova narocnost zavisi predevsim na poctu multiskupin a pak také na jejich
délkach, protoze s délkou multiskupiny roste pocet jejich konfiguraci.

Prostorova slozitost algoritmu je rovnéz odvozena od téchto parametri. Zavislost na poctu
multiskupin ov§em neni v tomto piipadé exponencialni, protoze v jednom okamziku je vygenerovana
pouze jedna konfigurace vstupni sekvence a po jejim zpracovani je zahozena. Pamét vyuzita pro
ulozeni multiskupin a jejich konfiguraci zavisi na linearné na jejich poctu. Stejna zavislost plati i pro
ulozeni skupin. Prochdzeni grafti vyuziva pii volani rekurzivni funkce implicitni zasobnik, nicméné
protoZe je zanofeni funkce omezeno do Ctvrté trovné, je pamétova slozitost této funkce konstantni a
Ize ji zanedbat.
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5 Experimenty

Aplikace byla testovana na sekvencich lidského genomu, konkrétné na sestaveni hgl9 z inora roku
2009. Statistické udaje o vysledcich hledani je mozné vycist pfimo z webové aplikace, zde proto jsou
uvedeny pouze udaje z hledani kvadruplexovych sekvenci programem QFinder a nasledné anotace

pro prvni chromozom:

e Celkovy pocet nalezenych sekvenci: 31652

e Pocet sekvenci nezasahujicich do genu: 11224
e Pocet sekvenci v exonech: 1853

e Pocet sekvenci v intronech: 15338

e Pocet sekvenci v promotorech: 5883

e Pocet shluka: 5129

Tabulka 2 a histogram na obrazku 21 ukazuji rozlozeni hodnoceni kvadruplexovych sekvenci.

Interval | <0,0> | <0,1> | <1,1> | <1,2> | <2,2> | <2,3> | <3,3> | <3,4> | <4,4> | <4,5> | <5,5>
Pocet

.| 200 | 12708 | 5378 | 17228 0 6479 | 6470 | 7018 548 615 67
sekvenci

Tabulka 2: RozloZeni hodnoceni kvadruplexovych sekvenci.

20000 -+
18000 -
16000 -
14000 -
12000 -
10000 -
8000 - 7330 6470
6000 -
4000 -
2000 - 9 615
0 1 T T T T __I
<0, 1) <1,2) <2,3) <3,4) <4, 5>

17228

Obrazek 21: Histogram rozloZeni hodnoceni kvadruplexovych sekvenci.
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6 Z.aver

Tato prace seznamila Ctenafe se zaklady molekularni biologie a zptisoby uloZzeni informace v DNA
sekvencich do takové miry, aby byl schopen pochopit ucel a vyznam vytvorené aplikace. Nasledné
byla podrobngji rozebrana problematika G-kvadruplexii a jejich vyhledavani, véetné popisu
existujicich aplikaci a algoritmt fesicich tento problém. Pro finalni webovou aplikaci byly zvoleno
jak pouziti algoritmu vytvofeného diive na Fakulté informacnich technologii VUT v Brng, tak
vytvoreni algoritmu nového, z nichz kazdy odvadi jinou cast prace a navzajem se dopliuji.

Webova aplikace je schopna detekované vysledky jak vizualizovat, tak i filtrovat podle vice
parametrd. Krom¢ zobrazeni vysledkli pfimo ve vytvorené aplikaci je schopna nalezeny vysledek
predat externi aplikaci UCSC Genome Browser, ktera dokaze vysledek vizualizovat znacné
pokrocilej$im zptisobem.

Kromé kvadruplexovych sekvenci aplikace vyhledava i jiné typy sekvenci. Mezi t€mito typy
sekvenci vsak aplikace neni schopna naleznout souvislosti. Do budoucna by tak aplikace mohla byt
roz§ifena o schopnost analyzovat vztahy mezi riznymi mnoZinami sekvenci.
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