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Abstrakt

Studium triplexti méa pro biologii, biotechnologii a medicinu velky vyznam, protoze triplexy
rekombinace a mutace. Tato diplomova prace obsahuje teoretickou ¢ast shrnujici soucasné
znalosti o triplexech a prehled existujicich pristupu k detekci triplexti v DNA sekvencich.
Pristup zaloZeny na metodé dynamického programovani je implementovan, rozsifen a vyle-
pSen o nové rysy tak, aby byl pouzitelny pro vytvofenou webovou aplikaci, ktera pro hledéni
triplexd nabizi grafické uzivatelské rozhrani a moznost triplexy vizualizovat.

Abstract

Study of triplexes is of great importance for biology, biotechnology and medicine because
triplexes in DNA influence the most important processes such as replication, transcription,
recombination and mutation. This master thesis includes theoretical chapters, that recap
current knowledge of triplexes and present state of the art of triplex detection approaches.
An approach based on a dynamic programming metod is implemented, extended and im-
proved. This program is used in created web-based triplex search tool, that offers graphical
user interface and triplex visulizations.
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Kapitola 1

Uvod

Vyzkum nad nestandardnimi strukturami DNA je veden fadu let. Jednou z moznjch ne-
standardnich forem DNA je i tfivlaknovéa struktura oznacovana jako triplex (ukazka triplexu
hravajici se v DNA, jakymi jsou replikace, transkripce, rekombinace a mutace. Jak pfesné
tento mechanismus funguje, viak doposud zjisténo nebylo.l'"] Nicméné i presto, Zze presny
princip téchto mechanismt nezndme, umime jich do jisté miry uz dnes vyuzivat. Jednou
z vyvijenych metod jsou tzv. TFO (triplex-forming oligonucleotides). Biologové jsou schopni
uméle syntetizovat kratké sekvence nukleotidli, které se na specifickych mistech sekvence
DNA navazi a vynuti formaci triplexu, ¢imz dokézou napiiklad potlacit transkripci. Tato
metoda mé zatim z chemického hlediska své nedostatky, ale predpoklada se, ze v budoucnu
by mohla byt ispésné vyuzivana v genové terapii. Kromé problémii chemického charakteru
je vyrazny problém i detekce mist v DNA, na které by se TFO mohly vézat!'*. S timto pro-
blémem se lze tispésné vyporadat provadénim analyz DNA sekvenci na pocitacich. I presto,
Ze dnes neexistuje zadny model, ktery by bral v tivahu veskeré okolnosti ovliviiujici vznik
triplexu, dokdzeme pomoci zjednoduseného modelu najit mista, kde by alesponi s velkou
pravdépodobnosti vzniknout mohl.
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Obrazek 1.1: Ukdzka intramolekuldrniho triplexu prevzatd z [1/].
Cilem této diplomové prace je prostudovat zakladni principy molekularni biologie, blize
se zamérit na t¥ivlaknové struktury, prozkoumat existujici algoritmy pro vyhledavani tako-

vych struktur a jeden z téchto algoritmt implementovat.
Kazdy pfistup k vyhledavani potencialnich triplexti v DNA sekvencich je specializovany



na jiny typ triplext. Jejich zakladni myslenka je ve své podstaté podobna. Obvykle se pro-
gram béhem analyzy snazi hledat homopurinové/homopyrimidinové sekvence. Odlisnosti
vznikaji az ve zptisobu jakym je hledaji a v tom, jak pfisné podminky stanovuji. Vétsina
pristupt je striktné zameétfena na vyhledavani téméi dokonalych tisekil pro tvorbu triplexu,
avsSak podle literatury existuji i ne tak dokonalé a presto stabilni triplexy. Detekci tako-
vych triplexii bere v tivahu az (Lexa, 2011)['"). Blize o jednotlivych p¥istupech a analyzéch
pojednava kapitola 3.

Jadro vybraného zptisobu vyhledavani triplexii tvoii algoritmus pievzaty z (Lexa, 2011)!
Tento algoritmus vychazi z algoritmu pro hledani palindromt a je zalozen na principech dy-
namického programovéani. Tato prace ho v nékterych aspektech rozsifuje. Asi nejduilezitéjsi
rozsifeni spociva v nové zavedené schopnosti programu zpracovat veskeré povolené symboly
z FASTA formétu a dosadit za né nejvhodnéjsi nukleotid. Detailnéji veskeré tpravy roze-
bira kapitola 4. Kromé rozsiteni ptivodniho algoritmu byla v rdmci této prace vytvoiena
i modifikovana verze celého programu. Ten v pivodni verzi nepracuje s celou matici dyna-
mického programovani, protoze celd matice by zabirala velké mnozstvi paméti. Z toho pak
plyne problém, jak udélat zpétny priichod touto matici, ktery je potfebny pro ziskani presné
sekvence triplexu véetné inzerci. Modifikovanéd verze programu je urcena pravé pro tento
problém, béhem vypoctu je postupné matice sestavena, takze nésledné je snadné udélat
zpétny pruchod a presnou sekvenci zjistit.

Na vysSe zminéném programu je postavena i webova aplikace pro hledani triplext v za-
danych sekvencich vytvorena také v ramci této prace. Kromé klasického vyctu vysledkt
aplikace rovnou vytvari i schematické vizualizace nalezenych triplexi, nabizi jeijch zobra-
zeni v UCSC genome browseru nebo stazeni v gff3 formatu. Navic je v aplikaci moznost
pouzit nastroj pro vizualizaci triplext i samostatné a vizualizovat si tak vlastni triplex.

Podrobnéjsi teorie ohledné obecné struktury DNA, triplexu a jejich vyuZiti je rozepsana
v kapitole 2. Kapitola 3 pojednava blize o jednotlivych pfistupech a analyzach zamérenych
na hledani triplexi. Kapitoly 4 a 5 popisuji konzolovou a webovou aplikaci v ramci této
prace vytvorené. V predposledni kapitole jsou predstaveny provedené experimenty. Posledni
kapitola zhodnocuje dosazené vysledky a navrhuje dalsi vylepSeni, kterd by ve vytvorenych
aplikacich v budoucnu mohla byt zavedena.



Kapitola 2

Struktura DNA a triplexy

Deoxyribonukleovéa kyselina (DNA) je nosi¢em genetické informace. Béhem zivota orga-
nismu je genetickd informace nespocetnékrat kopirovana a pienasena z buniky do bunky
velmi dimyslnym a preciznim mechanismem, ktery byl pro védeckou obec zdhadou az do
roku 1953. Teprve v tomto roce predstavili James Watson a Francis Crick model struktury
DNA, ackoliv o DNA samotné se védélo uz od roku 1868, kdy ji objevil Friedrich Miescher.
Za tento prevratny objev se jim také v roce 1962 dostalo uznani v podobé Nobelovy ceny.
Odhaleni struktury DNA vedlo k pochopeni toho, jak se DNA replikuje a jak by mohla
kédovat instrukce pro tvorbu proteini.

2.1 Struktura DNA

Molekula DNA je slozena ze dvou dlouhych polynukleotidovych vldken svinutych do dvoj-
sroubovice. Kazdy nukleotid je tvofen zbytkem kyseliny fosforeéné a sacharidem deoxyri-
bézou, ke kterému je pfipojena jedna ze ¢tyf nukleotidovych bézi — adenin (A), guanin
(G), cytosin (C), tymin (T) (viz obrazek 2.1). Nukleotidy v jednotlivych vldknech jsou
spojeny kovalentni vazbou mezi sacharidem a fosfatem, zatimco dvojsroubovici udrzuji vo-
dikové mustky mezi protilehlymi nukleotidovymi bézemi, baze tedy sméfuji dovnitt dvoj-
sroubovice. Parovani bazi neni ndhodné, za béznych podminek se fidi pravidly, ktera poprvé
predstavili paAnové Watson a Crick. Podle nich se tomuto zptisobu parovani ikd Watsonovo-
Crickovo parovani bazi. Nicméné existuji i alternativni zptisoby parovani, které vsak vyza-
duji zvlastni podminky, anebo se uplatiiuji u RNA, zatimco u DNA ne. Jednim z takovych
alternativnich druht parovani je i Hoogstenovo a reverzni Hoogstenovo parovani, jez hraje
velkou roli pti tvorbé triplexii (viz ddle). Diky tomu, Ze zndme zptisob, jakym se béze paruji,
miizeme ze sekvence jednoho vldkna presné zjistit sekvenci druhého vlakna. Této vlastnosti
fikdme komplementarita vlaken. Komplementarita mé zasadni vyznam pii kopirovani
DNA.

Kazdé vldkno DNA mé svou orientaci, jiz uréujeme podle toho, zdali kon¢i OH sku-
pinou na sacharidu (tento konec vldkna nazyvame 3’ konec) nebo fosfatovou skupinou (5’
konec). V dvojsroubovici DNA maji vldkna navzdjem opaény smér, fikdme, Ze jsou anti-
paralelni a oznacujeme je jako + a —. Kromé sméru vlaken je pro dvojsroubovici taktéz
dulezité, jaké ma vinuti. Vétsinou se setkdvame s pravotocivym vinutim (A-DNA, B-DNA),
méné Castou variantou je opacéné levotoc¢ivé vinuti (Z-DNA). Ukazka dvojsroubovice DNA
véetné znazornéni zde zminénych pojmi je na obrézku 2.3, ktery je pfevzaty z [1]. Ackoliv
tento obrazek zastupuje nejbéznéjsi formu DNA, obecné se molekula DNA v daném pro-
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Obrazek 2.1: Nukleotidové bdze delime na dvé skupiny podle toho, jestli jejich zdklad tvori
pyrimidin nebo purin.

(a) A-DNA (b) B-DNA (c) Z-DNA

Obrazek 2.2: Mozné konformace molekuly DNA prevzaté z [20]

stredi snazi vzdy zaujmout energeticky nejvyhodnéjsi pozici, coz znamend, ze v ruznych
prostfedich mtizeme narazit na mirné odlisné konformace molekuly DNA [13]:

e A-DNA pravotociva, kratka a Siroka molekula 2.2a
e B-DNA pravotociva, delsi ale ten¢i molekula 2.2b
e Z-DNA levotociva, dlouh4, tenka molekula 2.2c

Kromé primarni struktury (sekvence nukleotid) a sekundarni struktury (dvoj-
sroubovice) hovofime u DNA i o tercialni struktufe. Tercidlni struktura oznacovana jako
nadsroubovice neboli superhelix vznikd pfidanim dalsiho vinuti do dvojsroubovice nebo
jejim svinutim okolo uréitych proteina (viz dale).
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Obrézek 2.3: Pravotoéiva dvojretézcova molekula DN A - pevné kovalentni vazby mezi
zbytky kyseliny fosforecné a sacharidy v kostre dvojsroubovice jsou symbolicky zndzornény
tim, jak do sebe tyto dvé édsti zapadaji (Fluté kolecka zapadaji do jamek). Cervené cdrky
mezi nukleotidovymi bdzemi zndzornuji vodikové mistky. Mezi dvojicemi tvorenymi C a G
jsou tri vodikové maistky, zatimco u pdru tvorenych z T a A jsou pouze dva.

2.2 Triplexy

Dvojsroubovice neni jedind mozné struktura, kterou DNA tvofi. Bylo zjisténo, ze DNA
je schopna vytvaret i jiné, ne tak bézné struktury. Z biochemického hlediska jsou takové
struktury stabilni za pritomnosti multivalentnich kationtd a v oblastech s vysokou mi-
rou zaporného nadsroubovicového vinuti. Z pohledu genetického se obvykle jednd o mista
s n&jakym specifickfm motivem jako nap¥. vysokym poctem repetic.l'”) Vétsina z téchto
alternativnich struktur je tvofena jen pfechodné pfi uréitych genetickych procesech casto
v mistech, kterd maji dopad na funkci genu. Mezi takovéto struktury patri napt. kfizova
struktura, vlasenkova struktura (hairpin), G-tetrada (kvadruplex), trvale rozvinutd DNA
a pro tuto praci zasadni tfivlaknova struktura tzv. triplex.

V roce 1957 ukazali Felsenfeld, Davies a Rich jak za vhodnych podminek mutze vzniknout
tfivldknova molekula ribonukleové kyseliny. Tento RNA triplex byl vytvofen z poly(A)-poly(U)
dvojéroubovice a tietiho poly(U) vldkna.l'""] Velky zldbek DNA obsahuje skupiny donort
a akceptori, schopnych vytvorit vodikové mustky s tfetim vldknem. Interakce vodikovych
mustkl jsou v téchto mistech odlisné od Watsonovych-Crickovych, které udrzuji dvojsrou-
bovici. Oznacujeme je jako Hoogsteenovy vodikové mustky. Plny potencial tohoto objevu
byl vSak pochopen aZ o tficet let pozdéji, kdyz bylo zjisténo, ze kratké oligonukleotidy
mohou diky Hoogsteenovym mustkim ve velkém zldbku vytvofit vazbu k dvojsroubovici
DNA, a tak zformovat trojSroubovicovou strukturu. Takové oligonukleotidy oznacujeme
jako triplez-forming oligonucleotides, tedy oligonukleotidy tvofici triplexy (dale jen TFO).
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(a) Vznikly triplex fyzicky blokuje transkripci a prodluzovani replikaéni vidlicky.
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(b) Triplex vynuti vazbu n&jakého DNA modifikujiciho agenta napt. restrikéni
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(c) Triplex brani zahajeni transkripce pfipadné
replikace.

Obrézek 2.4: Priklady uziti triplexd k regulaci genové exprese. Prevzato z [7]

Zaroven védecké tymy okolo Petra Dervana, Claude Helene, Jacqua Fresca a Roberta Wellse
ukazaly, ze pomoci takovych oligonukleotidii lze na specifickych mistech vynutit rozstépeni
dvojsroubovice a po blizsim studiu poprvé navrhly moznost, ze by triplexy mohly hrat roli
v regulaci genové exprese. TFO dnes predstavuji zajimavou a pouzivanou moznost, jak ci-
lené zaméfit uréité tseky v DNA. Mezi pfiklady uziti pat¥i vdzani transkripéniho faktoru na
specificky isek DNA nebo fizend mutageneze a modifikace DNA s cilem regulovat genovou
expresi (obrazek 2.4)."]

2.3 Vznik a rozdéleni triplexu

Vznik triplexu je tzce spjat s iseky DNA, které se vyznacuji velkjm zastoupenim nukle-
otidl s budto purinovou nebo pyrimidinovou béazi. Tteti vldkno se k dvojsroubovici vaze
v oblasti velkého zldbku tak, jak je ilustrovano na obrazku 2.5 a jeho nukleotidy jsou
k dvojsroubovici vazény podle pravidel Hoogsteenova parovani bazi (obréazek 2.6).[‘3] Za-
timco v laboratornich podminkach je vytvoreni triplexu celkem piimocaré, v jadie zivé
bunky existuje mnoho komplikaci, které musi tfeti vlakno prekonat. Musi odolat nukle-
4dzam, pfekonat odpudivé sily vyvolané zadpornym nédbojem mezi dvojSroubovici a sebou
samotnym, byt schopno vytvorit triplex v pH prirozeném pro prostfedi bunky aj. Z to-
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Obrazek 2.5: A — Prostorovy model dvojsroubovice DNA. B — Prostorovy model dvojsrou-
bovice s navdzanym tretim vldknem ve velkém Zlabku tvorici tak triplex. Obrdzek prevzat

2z [»17/.

hoto divodu je nutné pii experimentech vynucujicich tvorbu triplexu béaze a kostru TFO
chemicky modifikovat.[]

Triplexy rozdélujeme podle ptivodu a slozeni tfetiho vldkna. V pyrimidinovém motivu
(Y) je tteti vldkno slozené z pyrimidinovych bazi paralelné vazané k purinovému vladknu
dvojsroubovice pomoci Hoogsteenovych vodikovych mtstkt a je stabilni p¥i mirné kyse-
lém pH, které napomaha protonaci cytosinu. V tomto motivu prevladaji izomorfni T-A-T
a CT-G-C triplety. V purinovém motivu (R) je tfeti vldkno homopurinové a k purinovému
vldknu dvojsroubovice je navazano diky reverznim-Hoogsteenovym vodikovym mustkm.
V R motivu pfevladaji T- (nebo A-)A-T a G-G-C triplety. Zminéné trojice, které se tc¢astni
tvorby triplexti, jsou ilustrovany na obrazku 2.6. Na rozdil od Y motivu je R motiv relativné
nezévisly na pH.I'JI0) Z hlediska pivodu tfetiho vldkna uvazujeme déleni na intramole-
kuldrni a intermolekuldrnd triplexy. TTeti vlakno mtze pochézet ze stejné molekuly DNA,
v takovém ptipadé je triplex oznafovan jako intramolekuldrni (téZ oznadovano jako H-
DNA, pripadné *H-DNA podle orientace t¥etiho vldkna), nebo z jiné molekuly DNA, pak
jej nazyvame intermolekularni. Oba typy triplexid mohou vzniknout jak v Y tak v R mo-
tivu. U intramolekularnich triplext lze déle rozlisit, ze kterého vlakna je tfeti vlakno do
triplexu dodéno a podle tohoto kritéria rozliSovat mezi intrastrand triplexy (cely triplex je
tvofen svinutim pouze jednoho vldkna) a interstrand triplexy (tfeti vldkno triplexu pochazi
z komplementarniho vldkna).!' Il 9Il%]

2.4 Vyuziti triplexu

Intermolekularni triplexy tvofené TFO (obrazek 2.7) maji zejména diky své schopnosti
zamérit urcité geny a ménit jejich strukturu nebo funkci pfimo v genomu obrovsky pfinos
pro biologii, biotechnologii a medicinu. TFO diky velké afinité! a schopnosti vazat se na
dvojsroubovici DNA na specifickych mistech predstavuji témér idealni molekuly pro tento
ucel. Navic lze TFO snadno chemicky modifikovat, coz naptiklad umoziuje k nim navazat
¢initele poskozujici DNA a provést tak cilené poskozeni néjaké oblasti v genomu. Kromé
oligonukleotidii uréenych k zaméteni nukleovych kyselin (TFO), existuji i oligonukleotidy
vytvorené tak, aby jejich cilem byly proteiny (PTO). V tomto sméru ptinasi TFO potenci-
alné vyhodu, protoze modifikaci/mutaci genu, ovlivnime veskeré jeho nové produkty nebo

21

! Chemické afinita popisuje ochotu atomu nebo slouéeniny reagovat s jingm atomem nebo slou¢eninou.”"]
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Obréazek 2.6: Trojice nukleotidi objevujici se v triplexech tzv. triplety. Watsonovo-Crickovo
pdrovdani je zobrazeno zelenymi carkami, Hoogsteenovo pdrovani je zobrazemo modre. Ob-
rdzek prevzat z [5].

ho rovnou miizeme deaktivovat. Zatimco pouzitim PTO ovlivnime pouze omezeny pocet
jeho produktt.l'

Aby bylo moZné manipulovat se strukturou a nebo s funkci genu, musi tento gen ob-
sahovat oblast, na niz je TFO schopno se navéazat. Tato mista lze urcit analyzou genomu.
Podrobnéjsi popis takové analyzy je popsan dale v kapitole 3.1. V lidském i mySim genomu je
takovych oblasti zejména v promotorech a transkribovanych oblastech velké mnozstvi. Po-
tlaceni transkripce pomoci TFO bylo mnohokrat demonstrovano (poprvé védeckym tymem
okolo M. E. Hogana), nicméné narazilo na jisté potize. Tyto problémy se netykaji pouze
pokusi o potlaceni transkripce, nybrz obecné celé TFO technologie. Konkrétné se jedna
o problém jak dopravit TFO do bunky a jak zajistit jeho stabilitu, jakmile je uvniti bunky.
Daéle muzZe predstavovat problém nedostatecné afinita vazebného mista zptsobené nevhod-
nym pH a koncentraci soli v mezibunééném prostoru nebo se mize stat, ze vazebné misto
je zrovna nedostupné kvuli chromatinové bariére. Také se muze stat, ze TFO misto vazby
na nami pozadované misto zaujme zcela jinou ¢innost. Existuje totiz moznost pouzit TFO
jako falesny cil pro vazbu transkripcénich faktorid, které se tim padem uz nemohou vazat
nikam na dvojsroubovici a zahajit transkripci. Tento jev paradoxné také vede k potlaceni
transkripce, ale s velkou pravdépodobnosti jiného genu nez jsme pozadovali za pfedpokladu,
ze nasim cilem bylo zabranit transkripci. Kromé potlaceni transkripce lze TFO pouzit pro
zdmérné poskozeni DNA, coZ jak bylo zjisténo, stimuluje mutaci, rekombinaci a opravné
mechanismy DNA na poskozeném tseku.[""]



Pro zlepseni afinity, selektivity a stability oligonukleotidt uvnitt bunky lze provést rizné
modifikace bazi, cukrfosfatové kostry nebo 5'/3" konce. Mezi pouzivané modifikované baze
patii napfiklad 6-thioguanin pouzivany namisto guaninu nebo 7-dezaxanthin nahrazujici
adenin. Obé dvé jmenované ndhrazky jsou pouzivany v TFO navrzenych k tvorbé antipara-
lelniho R triplexu a brani tvorbé nezadoucich sekundarnich struktur uvniti TFO. Pfi tvorbé
paralelniho Y triplexu bylo demonstrovano nahrazeni cytosinu 5-metylcytosinem za tGcéelem
snizit zavislost tvorby triplexu na pH. Jako posledni piiklad modifikované baze zminme
5-propynyluracil, ktery slouzi jako ndhrazka tyminu a zajistuje vétsi stabilitu triplexu.

Konkrétni chemické modifikace cukrfosfatové kostry zde nebudou uvedeny, postaci zmi-
nit jejich tcel. Kostra TFO i dvojsroubovice DNA mé zdporny naboj, navzijem se tedy
odpuzuji a to ztézuje tvorbu triplexu. Modifikace kostry zptisobi zménu jejiho naboje na
neutralni nebo kladny, a tak usnadni tvorbu triplexu. Posledni druh tpravy TFO spociva
v modifikaci 5> nebo 3’ konce. S pomoci takové modifikace lze dosdhnout vyssi odolnosti
TFO proti degradaci zptisobené exonukleazami.!' J1'"]

> oS

N

> &

N

Duplex TFO Triplex

Obrézek 2.7: V dvojsroubovici (duplexu) je purinové vldkno naznaceno modie a pyrimidi-
nové zluté. TFO, ktery se na duplex vaZe v oblasti velkého Zldbku, je zndzornén cervené.
Prevzato z [1/].

Genomy eukaryotickych bunék obsahuji mnoho oblasti citlivych na nukleazu S1. Typic-
kym rysem takovych oblasti jsou polypurinové—polypyrimidinové tseky. Tyto tseky maji
potencial vytvofit intramolekularni triplex nazyvany téz H-DNA (ukizka na obrazku
1.1 v tvodni kapitole). Nicméné p¥iméa detekce H-DNA v genomech eukaryotickych bunék
je prili§ slozitd. Proto biologové k pozorovani H-DNA in vivo pouzivaji bakterii E. coli
s vpravenymi plasmidy, které obsahuji sekvence schopné triplex vytvorit. Samotna detekce
pak probiha tak, zZe bunky E. coli vystavime ptsobeni oxidu osmicitého, chloracetaldehydu
a psoralenu, izolujeme plasmidy a v nich se snazime najit baze modifikované ptisobenim
pouzitych chemikalii. Porovnanim modifikaci, které pozorujeme in vitro s témi ziskanymi
z bunky odhadneme, jestli zde miize dojit ke vzniku néjaké neobvyklé struktury. Uvedenym
postupem byl vznik H-DNA pfimo prokazan a vSechny studie s timto pozorovanim spojené
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se shoduji na vlivu trovné nadsroubovicového vinuti jakozto hlavniho omezujiciho faktoru
pro vznik takové struktury. Zaroven byl pozorovan vliv prostfedi, coz potvrdilo, ze H-DNA
vznikid v mirné kyselém prostfedi za ptitomnosti H', protoze cytosin vyzaduje protonaci
(odtud taky nazev H-DNA) zatimco *H-DNA preferuje vysoké koncentrace bivalentnich
kationttt Mg?T.[*l Uroven nadsroubovicového vinuti zévisi na transkripci. RNA polymeraza
vytvafi domény zaporného a kladného nadsroubovicového vinuti, a tak podnécuje vznik
H-DNA/*H-DNA, kterd dale stimuluje rekombinaci. Dalsi jev, ktery by H-DNA mohla
ovliviiovat je replikace, bohuZel toto zatim in vivo nebylo dokazano stejné tak, jako zatim
nelze tvrdit, ze ovliviiuje strukturu chromatinu, ackoliv to bylo v genu octomilky hsp26
pozorovano. V této oblasti je zapotiebi dalsi vyzkum.["!
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Kapitola 3

Existujici pristupy pro detekci
triplexu

3.1 Vyhledavani intermolekularnich triplexi

Intermolekularni triplexy maji zejména diky TFO velky vyznam. TFO mohou v8ak utvofit
triplex pouze na ur¢itych vazebnych mistech oznacovanych jako cilové sekvence TFO (dale
jen TTS — triplez—forming oligonucleotide target sequence). Analyzou lidského genomu
z UCSC databéze (verze hgl2; June 28, 2002), jejiz cilem bylo takové sekvence nalézt,
se zabyva (Goni, 20()4)[ I. TTS definuje jako polypurinovou sekvenci libovolné velikosti
takovou, ze pii vytvoreni triplexu nedojde k zddnym neshodam v parovani. Aby bylo mozné
porovnat, jestli mnozstvi nalezenych TTS odpovida poc¢tu TTS, které bychom ocekavali
v nahodné sekvenci, je pouzit jednoduchy ndhodny model, ktery predpokladé binomické
rozdéleni TTS. Podle tohoto modelu je mozné spocitat ocekdvané mnozstvi P TTS dané
délky n v konkrétnim genomu délky m. Rovnice 3.1 vyjadfuje pouze aproximaci (dostateéné
piesnou) P, ktera je v (Goni, 2004)[""! odvozena a pouzita.!'’]

P=2xnx(m-n—-1)xa®x(1—a)"! (3.1)

V idedlnim binomickém rozlozeni by mélo byt a = 0.5, ale protoze se prechody Pur—
Pyr, Pyr—Pur a Pur—Pur v lidském genomu nevyskytuji se stejnou pravdépodobnosti, byla
zvolena hodnota o = 0.44, ktera vice odpovida realits.['"]

Stabilita triplexu odhadovand s ohledem na jeho teplotu tani zavisi na fadé faktori
napf. poradi bazi v sekvenci, koncentraci TFO, délce triplexu, pritomnosti modifikovanych
nukleotidi v TFO nebo pH. Hruby odhad teploty tani u paralelnich triplext lze urcit
pomoci Robertsovych a Crothersovych rovnic. U antiparalelnich triplexi je situace o néco
jinych alternativnich struktur DNA. Nicméné Eritja a kolektiv experimentalné ukazali, Ze
antiparalelni triplexy jsou i v nejhor$im pfipadé za neutralniho pH jen o trochu méné
stabilni nez jejich paralelni protéjsky. Hranice teploty tani stabilniho triplexu byla pro tuto
analyzu stanovena na 50°C. Tato teplota je relativné vysoka a da se predpokladat, ze ¢ast
z nedetekovanych triplexti by byla za fyziologickych podminek stabilni i s nizsi teplotou
t4ni.[V]

7 této analyzy vyplynulo, zZe pocet TTS v lidském genomu je né€kolikandsobné vétsi
nez v nadhodné sekvenci a tento rozdil jeSté vice roste s rostouci délkou hledaného TTS.
Hustota TTS (pomér nukleotidd v TTS k celkovému poc¢tu nukleotidi v sekvenci) je ve

12



vSech chromozomech podobna. Co se nukleotidového slozeni tyka, jsou prevazné tvoreny
adeniny a da se Fict, ze ¢im je TTS delsi, tim vice adeninti obsahuje. Jeden z duvodu,
pro¢ je adeninu v TTS vice, je, ze v lidském genomu tvori adenin 60% veskerych purint.
vyhodnéjsi nez guanin. Triplex tak nemusi soupefit s jinou strukturou, ktera by zde mohla
vzniknout — kvadruplexem.['"]

Ackoliv vysledky analyzy (Goni, 2004)[ I jsou vefejné dostupné a autofi nabizi na vy-
zadani i zdrojové kédy v jazyce C, pro uzivatele je rozhodné pohodlnéjsi, kdyZ se nemusi
probirat cizim kédem a pokouset se ho prekladat. (Gaddis, 2006)[ ] predstavuje webovy na-
stroj k detekci vazebnych mist TFO s velkou afinitou — http://spi.mdanderson.org/tfo/.
Vyhledavaci kritéria jsou v porovnani s (Goni, 2004)[ I odlisna. TTS je charakterizovana
jako polypurinova oblast s vysokym procentualnim zastoupenim guaninu a malym mnoz-
stvim pyrimidinovych inzerci. Tato definice je celkem zajimava, nebot podle (Goni, 2004)'")
je praveé velké zastoupeni guaninu nevyhodné, protoze v takovych oblastech maji tendenci
vznikat kvadruplexy. Nicméné veskeré parametry vyhledadvani jsou nastavitelné, takze za-
stoupeni guaninu je mozno zadat mensi. Kromé lidského a mysiho genomu nabizi aplikace
moznost nahrat vlastni sekvenci ale pouze s omezenymi moznostmi vyhledavani. Vysled-
kem vyhledavani je seznam vazebnych mist TFO spoleéné s informacemi o délce sekvence,
obsahu guaninu, pozici na chromosomu, genové oblasti, v niz byla sekvence identifikovana
tj. intron, exon, promotor aj., dale obsahuje odkazy do NCBI a PubMed datab&zi na ¢lanky
potvrzujici existenci takovych sekvenci a odkazy pro zobrazeni nalezenych sekvenci v ramci
svého chromosomu. Zaroven nabizi moznost pomoci NCBI BLAST vyhledat podobné sek-
vence. Jadro programu je naprogramovéno v jazyce Perl.[")

Délka TTS Pocet jedineénych vyskytu
Kratka  15-18 67292 (13%)
Stiedni  19-24 303789 (58%)
Dlouhd 25872 148890 (29%)
Vsechny 15 872 519971 (100%)

Tabulka 3.1: Prehled zastoupeni jedinecnych TTS v referencnim lidském genomu hg18 podle
(Jenjaroenpun, 2009). Prevzato z [15].

Nejnovéjsi nastroj pro vyhledavani intermolekuldrnich triplext pfedstavuje (Jenjaro-
enpun, 2()09)[ I. Cilem tohoto nastroje neni pouze nalézt mista, kde by mohly vzniknout
triplexy, ale i spojit tyto vysledky s dostupnou anotaci, ktera by s nalezenym tisekem mohla
byt spojena. Program vyhledava polypurinové sekvence, podle zadanych parametri (pozice
na chromosomu, minimalni/maximalni délka, procentudlni zastoupeni guaninu, tolerovany
pocet vlozenych pyrimidini, maskovani repetic). Vysledky tohoto vyhledédvéani jsou nasledné
spojeny s anotaci a informacemi o vyskytu jinych zvlastnich DNA struktur, jako jsou napf.
CpG ostrivky nebo kvadruplexy, a spolecné zobrazeny v UCSC genome browseru. Vyhle-
davani probihéd na referenénim lidském genomu (hgl8) s vychozim nastavenim parametri
zvolenym autory aplikace (parametry je mozno zménit). Minimdlni délka 15 bp je odvozena
z poznatktl, ze delsi TTS jsou jednak stabilnéjsi a jednak vice jedine¢né. I kdyz 15 bp jesté
nezarucuje velkou jedine¢nost, muze se uz i tak jednat o zajimavou oblast, pfekryva-li se
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s vazebnym mistech transkripéniho faktoru nebo jiné regulaéni oblasti.l'”)

Analyza lidského genomu podle (Jenjarpoenpu, 2009)[ I vykazuje zajimavé vysledky.
Délka T'TS koreluje s jeji jedinecnosti. TTS délky 15-19bp jsou k nalezeni na vice mistech
genomu, zatimco naprosta vétsina delsich TTS je v genomu jedinecna. Pirehled jedineénych
sekvenci z lidského referenc¢niho genomu hgl8 ziskanych pomoci programu NCBI BLAST
podéava tabulka 3.1. Pyrimidinové inzerce v TTS nezanedbatelné narusuji stabilitu pripad-
ného triplexu. Modifikaci TFO vSak lze tuto pfekazku ¢astecné prekonat, a proto je nutné
je uvazovat.!'”]

3.2 Detekce intramolekularnich triplexii

Dulezity predpoklad pro mozny vyskyt alternativni struktury DNA je néjaky motiv nebo
vzor v sekvenci. Takovym vzorem mohou byt obriacené nebo zrcadlové repetice zachycené
na obrazku 3.1. (Schroth, 1995) hleda takové repetice v genomu kvasnic, E. Coli a v lidském
genomu. Obracené repetice jsou jednou z podminek pro vznik vlasenkové struktury, takze
pro néas nejsou moc zajimavé. Na druhou stranu zrcadlové repetice mohou slouzit jako za-
kladni stavebni kdmen pro tvorbu intramolekularniho triplexu. Problém je, Ze pouze malé
procento téchto zrcadlovych repetic mé potentical triplex skutecné vytvorit. Na zakladé
faktu, ze delsi repetice maji potencial vytvorit stabilnéjsi struktury, zavedli autofi ome-
zeni na hledané repetice. Zaméfili se na repetice dlouhé alesponn 10bp (po obou stranéch)
s moznou mezerou 3—6bp. Miniméalni pozadavek na délku repetice byl odvozen z experi-
ment1, které ukazaly, Ze oblasti s takto dlouhymi repeticemi maji in vitro schopnost triplex
utvorit. Toto omezeni mé za pri¢inu nalezeni repetic s opravdu nejvyraznéjsim potenciadlem
vytvorit triplex. Kromé narokt na délku jsou rovnéz stanovena dalsi dvé piisna kritéria.
Repetice musi byt ¢isté homopurinova nebo homopyrimidynové, nesmi obsahovat vice jako
80% A-T part a zadné neshody, ke kterym by mohlo pii tvorbé triplexu dojit. S témito
kritérii bylo zjisténo, ze v podstaté pouze lidsky genom mé takové oblasti. Jak v pouzité
DNA sekvenci E. Coli, tak v pouzité DNA sekvenci kvasnic byla takova oblast nalezena
pouze jedna, zatimco v lidské DNA jich bylo nalezeno 22.!"]

@ @ B B 8 ® ® B ® @ ® 8 ® 8 # 8 8 % @ 8 @ S| B 8 8 B @ 8 8 @ B 8 B B F 8 F 8 ® 8 B B

A -4 GGGGAGGGAGGGGHGGGGGGGiCCCCCCCTCCCCTCCCTCCCC - iy
3" CCCCTCCCTCCCCTCCCCCCCTRGGGGGGGAGGGGAGGGAGGGG 5

L L L R I I CC R R O L I O I

3 CCCCTCCCTCCCCTCCCCCCCT_'L'LL"CL_LIL CCCCTCCCTCCCO |5
L

B 5° GGGGRGGGEGGGGAGGGGGGGPE&{"L GGGGGAGGGGAGGGAGGGG 3

Obrazek 3.1: A — obrdcend repetice. B — zrcadlovd repetice. Obrdzek prevzat z [5].

(Hoyne, 2000)[ I pfedstavuje jiny piistup k vyhledavani intramolekularnich triplexi.
Soustfedi se na vyhledavani ¢tyr kanonickych typt intrastrand triplext z obrazku 3.2. Cela
analyza je zaloZzena na jazyce Palingol, ktery slouzi k popisu sekundarnich struktur nuk-
leovych kyselin a prohledavéni databézi sekvenci.l’l Veskeré specifikace pouzité pro tuto
analyzu jsou dostupné na vyzadani u autord. Palingol umoziuje popsat sekundéarni struk-
turu pomoci sady vlasenkovych struktur a vztahd mezi nimi. Triplex je pak definovan jako
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dvé vlasenkové struktury, které sdileji spole¢né homopurinové vlakno. Nutno podotknout,
ze v tomto kontextu je tieba chapat vlasenkovou strukturu spise jako sekvenci potencidlné
sparovatelnych nukleotidd, nez rovnou jako stabilni strukturu nukleové kyseliny.['']

Hledani probihé ve dvou fazich. V prvni fazi Palingol identifikuje dvé sady vlasenko-
vych struktur. Kazda vlasenka z prvni sady je ohodnocena skérovaci matici a ma-li takovou
strukturu, aby nukleotidové pary v ni obsazené vyhovovaly Watsonovu-Crickovu parovani
bazi, a zaroven presahuje minimalni zadanou délku, je uchovana. Druhé sada vlasenek se lisi
pouze v tom, Ze namisto Watsonova-Crickova parovani, je vyzadovano Hoogsteenovo nebo
reverzni Hoogsteenovo parovani. Druhé faze spociva v nalezeni ,, Watsonovych-Crickovych“
vlasenek a ,,Hoogsteenovych “ vlasenek, které sdileji homopurinové vlakno. Takova struktura
uz by mohla mit potencial vytvorit triplex, nicméné aby ji program definitivné za takovou
strukturu oznacil, musi ovérit, jestli spliiuje velmi specifické podminky. Tyto podminky byly
empiricky zjistény a spada mezi né napi. délka téla vldsenek musi byt vétsi nez 8 nukleotidi,
hlavicky vlasenek musi velikostné spadat do intervalu 0 az 10 nukleotidi, ... Detailné jsou
tyto podminky popsény v (Hoyne, 2000)[ I'v kapitole Materials and Methods.[""]

Timto pristupem analyzovali autofi genom E. coli, Synechocystis a Haemophilus influ-
enzae a v kazdém nalezli vice rozptylenych vyskytt stejné kopie konkrétni oblasti schopné
vytvorit triplex — PIT (potential intrastrand triplex). V kazdém genomu byly objeveny
PIT nékteré z uvedenych t¥id z obrazku 3.2. Tyto vysledky mohou byt povazovany za
vyznamné, protoze v ndhodnych sekvencich se stejnym pomérem obsahu nukleotidi nale-
zeny nebyly. Déle, co se statistické vyznamnosti tyka, je ocekavatelné, ze pokud v E. coli a
v Synechocystis byly nalezeny PIT tridy II, mély by se zde se stejnou nebo podobnou prav-
dépodobnosti nachazet i PIT tridy I, ale tak tomu neni. Dalsi fakt, ktery vyvraci ndhodu
je, Ze se v ramci daného organismu jednalo vidy o jednu sekvenci ve vice vyskytech.['!]

R Motiv Y Motiv

—_ ) H
I R R 1l

el Sy \,_)

¥ ) - —
R R v

LRH+ Lv—)
Obréazek 3.2: Ctyri tridy intrastrand triplexi podle [11]. Sipka naznacuje orientaci vldkna.
R, purinové vldkno (cervené); Y, pyrimidinové vldkno (modre); H, vidkno, které se k du-

plezu vaze podle Hoogsteenova pdrovani (zelené); RH, vldkno, které se k duplezu vdZe podle
reverzniho Hoogsteenova pdrovani (zelené).

Vsechny doposud zminéné postupy vychazely z detekce homopurinovych tseki a kvili
dostatecné stabilité pripadného triplexu povolovaly jen minimalni pferuseni pyrimidiny.
Tento pristup je odpovidajici, hledame-li pouze nejpravdépodobnéjsi mista, kde by triplex
mohl vzniknout. (Lexa, 201 1)[ I pFinasi novy piistup zalozeny na pracich, které prokazuji,
Ze existuji i méné ,,dokonalé“ triplexy vykazujici vice strukturnich nedostatki a pritom
stale schopné si udrzet svoji strukturu. Na zékladé téchto studii se autori rozhodli uvazovat
nasledujici typy vad, které mohou narusovat stabilitu triplexu:

e K neshodé v parovani bazi dochazi pfi vzniku triplet, které neumoznuji vznik
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Typ triplexu | Izomorfni skupina | Triplety
T*A:T
a T*G:C
C*G:C
G*G:C
b G*T:A
T*C:G
T*A:T
A*A:T
A*G:C
C*A:T
T*C:G
G*G:C

paralelni

antiparalelni d

Tabulka 3.2: Rozdéleni tripleti do izomorfnich skupin na zdkladé simulace v programu
AmberTools. * Hoogsteenova vazba, : Watsonova—Crickova vazba. Pievzato z (Lexa,
2011)1'71,

silné Hoogsteenovy nebo reverzni Hoogsteenovy vazby. Schopnost vytvaret rizné silné
vazby je spojena s poctem vodikovych mistki, které mohou byt vytvoreny mezi
bazemi na druhém a tfetim vlakné triplexu. Predstavovany algoritmus pfifazuje viem
triplettim skére. Toto skére odpovidd odhadovanému mnozstvi energie, jakym triplet
piispivé ke stabilité triplexu.['"]

e Geometricka neshoda vznikd, jestlize sousedni triplety nespadaji do stejné izo-
morfni skupiny (rozdéleni tripletti do izomorfnich skupin je v tabulce 3.2). Tato vada
zatézuje cukrfosfatovou kostru tfetiho vldkna triplexu a zabrainuje vzniku optimalnich
vodikovych mustkt. V nékterych pripadech mizZe kostra v mistech neizomorfnich tri-
pletd nabyvat alternativni klikatou ,,cikcak“ strukturu podobnou strukture Z-DNA.
V takovém pripadé neni ani pfi zméné izomorfni skupiny triplex nijak penalizovan,
protoze ,,cikcak“ struktura zptisobi uvolnéni mimoiradné zatéze z kostry.[ }

Mezi dalsi znamé faktory ovliviiujici vznik triplexu patfi sekundarni struktura ¢étvrtého
vldkna tj. volného vldkna, které se neticastni vzniku triplexu; soupefeni s ostatnimi al-
ternativnimi strukturami, které by v daném misté mohly vzniknout; rozlozeni C a dalsi
vlivy elektrostatickych sil. Tyto vlivy algoritmus nebere v tivahu, protoze jsou netrivialné
zévislé na prostiedi. Algoritmus prostiedi neuvazuje, zkoumd pouze vlivy plynouci pfimo
ze sekvence.['"]

Zakladni myslénka algoritmu pochéazi z algoritmu pro vyhledavani palindromi vyuziva-
jictho metodu dynamického programovani k jejich hledani. Vzhledem k tomu, ze palindromy
maji tendenci vytvaret vldsenkové struktury a podobnost vldsenkovych struktur a triplex
byla naznacena vySe u metody hledani triplexti pomoci Palingolu, je tento algoritmus dob-
rym vychozim bodem. Matice dynamického programovani (viz obrazek 4.4) je sestrojena
tak, aby jedna strana obsahovala prohledavanou sekvenci a druhé strana tu samou sekvenci
zapsanou pozpatku. Diky takovému zépisu obsahuje hlavni antidiagonala vSechny pocatecéni
pozice tfetiho vlakna potencidlniho triplexu se smyckou liché délky. Stejné tak sousedici an-
tidiagonéala vlevo od hlavni obsahuje vSechny pocateéni pozice tfetiho vldkna potencidlniho
triplexu se smyckou sudé délky. Pri takovémto zapisu oznacCuji antidiagonaly mista, kde
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Obrazek 3.3: Osm typu detekovanych intramolekuldrnich triplezi. X a Y jsou nukleotidy ze
stejného vldkna, které se ucastni tvorby triplezu. Prevzato z [10].

by mohly zacinat tseky triplexu, které se dokazou ohnout a navazat ke svému vlastnimu
duplexu. Prohledavani zacind z hlavni antidiagonaly a jeji sousedni antidiagonaly, které
jsou predvyplnény nulami. Potencialni triplexy jsou pak reprezentovany diagonalami zde
zacinajicimi.|

Nutnost pouzit metodu dynamického programovani plyne z moznosti vklddat do tri-
plextt mezery. Stejné jako pii zarovnavani sekvenci muzeme tento problém reprezentovat
stromem, ktery je pfevoditelny na matici. Oproti algoritmu na hledani palindromi tento
algoritmus zavadi nékolik novych aspektt. Prvnim z nich je dfive zminéné zavedeni izo-
morfnich skupin. Dalsim novym aspektem je zpusob parovani. U palindromu sta¢i uvazo-
vat jednoduché parovani A-T, C-G. U triplexi musime uvazovat jinak. Triplex je sekvence
tripletdi, které mohou mit rizné kombinace nukleotidfi. Existuje 16 moznych parovani pro
paralelni DNA vlakna a 16 pro antiparalelni vldkna. Pro vSechny tyto pary je v programu
pfedem vypoéitana tabulka s hodnotami skére.!'’]

Vypocet v matici za¢ina na hlavnich antidiagonalach, jejichz skdre je na pocatku inicia-
lizovano na 0. Skére na kazdé pozici [7, j] je ziskdno jako maximum z nésledujicich moznosti:

e Prodlouzeni predchoziho triplexu podél diagonaly — nukleotidy na soucasné pozici
jsou porovnany a pokud tvori par obsazeny v tripletech z tabulky 3.2, je jim ptifazeno
kladné skdre, v opacném pfipadé jsou penalizovany zadpornym skére.

e VloZzeni mezery ve sméru puvodni sekvence (inzerce)
e Vlozeni mezery ve sméru zrcadlové sekvence (delece)

Maximalni skére je uchovano a dosazeno jako vysledek do aktudlniho pole matice. Aby
do celkového skore nebylo zapocitano volné vldkno a smycka triplexu, vyuziva algoritmus
kombinaci lokalniho a globalniho zarovnéni. U prvnich 2/ antidiagonal, kde [ je nastavi-
telny parametr udavajici maximalni velikost smycky, je skére v duchu lokalniho zarovnani
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upraveno vzdy tak, aby nekleslo pod nulu. Po 2/ antidiagonalach pokracuje vypocet podle
globalniho zarovnavani, takze skére uz pod nulu klidné klesnout mtize.!

Nejlepsi triplexy lze v matici identifikovat podle nejvyssiho skére. Algoritmus tuseky
s vysokym skére (HSS — high scoring segment) identifikuje uz v pribéhu a to podobnou
technikou jakou vyuziva program BLAST. Jakmile v nékteré ¢asti matice stoupne skére nad
zvolenou hranici, program tuto ¢ast oznaci jako zacatek potencidlniho triplexu. Skére je od
této chvile monitorovano az do doby, nez zase pod zvolenou hranici klesne (viz obréazek 3.4).
Usek od prvni oznadené antidiagonaly az po antidiagonalu, ve které bylo skére nejvyssi, je
oznacen jako potencialni triplex.!'’]

HSS

Skore ———
T —

Min.skére

Délka useky ————=

Obrazek 3.4: Detekce HSS. Prevzato z [10].

Casova slozitost vypoétu celé poloviny matice je n?/2, nicméné pravdépodobnost nale-
zeni potencidlniho triplexu klesa s jeho pozadovanou délkou. Ve vétsiné piipadd dokonce
stadi vypodéitat pouze 20 diagondl, kde [ oznacuje maximalni délku triplexu. Casova na-
ro¢nost spise tedy odpovida O(2in). Co se prostorové slozitosti tyka, vyzaduje algoritmus
k vypoctu pouze hodnoty z dvou predchozich antidiagonal, tudiz je jeho prostorova slozitost
o(2n).l'"

Platnost vysledkti algoritmu byla ovéfena nékolika testy na sadé sekvenci. Kazda sek-
vence méa délku podobnou délce genomu E.coli tzn. ~ 4, 7 milionti bazi. Tato sada obsahuje
nahodnou sekvenci, kompletni genom E. coli (verze U0096.1 i U0092.2), nahodné zpieha-
zenou sekvenci E. coli, ¢ast sekvence z lidského chromozomu 5 a jeji ndhodné zpiehézenou
verzi. 7 téchto testl vyplynulo, Ze ndhodné sekvence maji nizsi zastoupeni HSS. Lidské
sekvence jsou v porovnani se sekvenci E. coli, do které byla na kazdych 10000 nukleotidi
pridana triplexové sekvence, na vyskyt téchto oblasti bohatsi. Dalsi test spocivad v po-
rovnani vysledki algoritmu s databézi potencidlnich triplext z (Cer, 2010)[ I. Algoritmus
prednostné nachéazi vysledky obsazené v této databazi a navic se mu podarilo detekovat
i dvé zajimavé oblasti, které podle (Bacolla, 1991)l"] a (Becker, 1998)[") maji schopnost
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vytvorit alternativni triplexovou strukturu.!'’!

Alternativni zptsob ovéfeni spravnosti vysledkii je zaloZzen na porovnani s (Hoyne,
2000)!'"). (Hoyne, 2000)!'") sice hled4 intrastrand triplexy, ale kazdy intrastrand triplex
je slozen ze tfi po sobé jdoucich sekvenci, z nichz dvé po sobé jdouci mohou stacit pro
tvorbu intermolekularniho triplexu. Se spravnym nastavenim parametri tento test potvrdil
vyskyt viech 25 oblasti z (Hoyne, 2000)!'].11%]
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Kapitola 4

Navrh a implementace algoritmu

4.1 Volba pristupu

Z metod popsanych v predchozi kapitole je z praktického hlediska nejpokrocilejsi algorit-
mus prezentovany v (Lexa, 2011)[ I. Kromé toho, Ze tento agoritmus p¥i hledani uvazuje
pokrocilé podminky, které ostatni algoritmy neuvazuji, je zaroven i efektivné implemento-
van, mé dobrou ¢asovou i pamétovou slozitost a jeho zdrojové kédy v jazyce C jsou vefejné
dostupné. Z téchto divodu byl zvolen jako vychozi algoritmus pro tuto praci.

Na druhou stranu mé zvoleny algoritmus i své nedostatky. Ackoliv zpracovava vstupni
sekvence ve FASTA formatu, ze znakt, které FASTA format povoluje, zahrnuje do vypoctu
pouze znaky reprezentujici konkrétni nukleotidy tzn. A, C, G, T. Zbylé povolené znaky
nedokaze zpracovat. Dalsi jeho nedostatek spociva v absenci zpétného zarovnani. To méa
za nasledek, Ze algoritmus nedokéze vypsat presnou sekvenci nalezenych triplext, které
obsahuji inzerce resp. nedokaze oznacit, kde se inzerce nachézi. Zbylé nedostatky souvisi
uz vice s celym programem, nez pouze s algoritmem samotnym. Z uzivatelského hlediska
je vzdy prijemnéjsi aplikace s grafickym uzivatelskym rozhranim, nez konzolova aplikace.
Program grafické uzivatelské rozhrani v podobé webové aplikace mél, to v soucasné dobé
ale uz neni funkéni.

Na feSeni zminénych nedostatkt je tato prace zamérena. Navic kromé jejich FeSeni pred-
stavuje v ramci vytvofené webové aplikace i zcela novou vlastnost — schematickou vizua-
lizaci triplext.

4.2 Jadro programu

Zatimco hlavni myslenka algoritmu zistava nezménéna a funguje stejné, jak je popsano
na konci kapitoly 3.2, zbyla ¢ast programu prosla vyraznymi zménami. Origindlni verze
programu dostupnd na http://www.fi.muni.cz/~lexa/triplex/ neni dostateéné pieno-
sitelnd a na 64-bitovém systému nejde prelozit. Bohuzel server, pro ktery byla celd kom-
plexni aplikace vyvijena, 64-bitovy je. Jadro programu tedy tvori o néco vyvojové starsi
verze, které ale bohuzel chybi nékteré dulezité vlastnosti z nejnovéjsi verze. Zakladnimi cili
pro upravy programu bylo znovu zavést tyto vlastnosti:

e podpora nacitani soubort ve FASTA formatu
e zpracovani vstupu po ¢astech, aby u velkych vstupt nenastaval nedostatek paméti

pfi alokaci antidiagonal
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e Uprava algoritmu tak, aby bral v ivahu zménu izomorfni skupiny

Pro nac¢itdani FASTA soubort jsem pouzil FASTA/FASTQ Parser, malou knihovnu pro
jazyk C uréenou k parsovani souborii ve FASTA a FASTQ forméatu.'. Knihovna pracuje nad
proudem dat, Ize ji tedy kromeé soubort® pouzit i pro parsovani jinak na¢tenych fetézct. Da-
18im uziteénym rysem je schopnost knihovny zpracovat i komprimované soubory, coz muze
mit nemaly pfinos pro vytvofenou webovou aplikaci. Naptiklad komprimovanda sekvence
E. coli m& misto 4,48 MB pouhych 1,36 MB, chromozom 1 lidského genomu lze zmensit
z 242 MB na 70,3 MB. Nactené sekvence uchovavéa knihovna v nésledujici struktufte:

typedef struct {
kstring_t name, comment, seq, qual;
int last_char;
kstream_t *f;

} kseq_t;

Name, comment a qual (quality) jsou udaje o sekvenci nac¢tené z FASTA hlavicky. Seq
reprezentuje samotnou nactenou sekvenci. Zbylé proménné ze struktury kseq-t pouziva
knihovna pro své interni potfeby.['”] Program zpracuje ze vstupnich dat pouze prvni FASTA
sekvenci, ostatni ignoruje. Toto chovani jsem zvolil s ohledem na roli tohoto programu ve
vytvorené webové aplikaci.

Program méa definovanouu maximalni povolenou velikost prohledéavané sekvence. Ma-
ximalni velikost jde ménit pomoci parametru -g, a tak postupné dojit az k hrani¢nimu
mnozstvi paméti, kterou ma program povolenou alokovat. Pokud je nac¢tend sekvence delsi
nez toto maximum, je prohledavana po ¢astech. Déleni sekvence nevyzaduje zddnou pamét
navic. Pro kazdy segment je ale nutné znovu inicializovat pole antidiagonél, to ma mirny
vliv na vykon algoritmu. Déleni je implementovano posouvanim ukazatele v nactené sek-
venci. Mensi problém nastava v bodech, kde je sekvence rozdélovana. Pokud by zde byla
oblast potencidlniho trpiplexu, nebyla by nalezena. Proto se ukazatel neposunuje v sek-
venci o maximalni povolenou velikost, ale uvazuje urcity prekryv mezi jednotlivymi useky.
Prekryv o je spocitan jako:

0 = lymaz + steps (4.1)

kde lq: je maximélni velikost smycky triplexu a steps je pocet krokid algoritmu. Tato
myslenka je zobrazena na obrazku 4.1. Prekryvy rovnéz znamenaji, ze prekryvané c¢asti
budou prohledavany dvakrat, takze miize dojit k nalezeni vice vysledki, nez kdyby sekvence
nebyla rozdélena. Délka bézného prekryvu je v porovnani s délkou sekvence zanedbatelnd,
takze dvoji prohledavani prekryvi mé miniméalni vliv na rychlost.

Dalsi zménu podstoupila klicova funkce get max_score(...), kterd obstarava vypocet
nejlepsiho skére pro soucasnou pozici v matici. Funkce byla doplnéna o dilezitou podminku,
kterd v pripadé schody na diagonéale rozhoduje, jestli odecist penalizaci za zménu izomorfni
skupiny nebo pric¢ist bonus za jeji dodrzeni. Tato podminka testuje, zda triplet spada do
stejné izomorfni skupiny a pokud ne, tak zjistuje, jestli zde mtze vznikat ,cikcak“ strutura
patefe, tak jak je podle (Lexa, 2011))!'%) popsano na konci predchozi kapitoly. Cel pod-
minka je pfevzata ze zdrojovych kédit nabizengch jako doplitujici material k (Lexa, 2011)!.,

!Tato knihovna je volné dostupné na http://1h31h3.users.sourceforge.net/parsefastq.shtml pod
MIT licenci
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——— CELA SEKVENCE m—)
MAXIMALNI USEK

1. USEK

i 2. USEK

— 3. USEK

5. USEK

Obrazek 4.1: Prekryv pri rozdélovani sekvence na casti. Velikost mazimdlniho iseku je na
obrazku zvolena jako cturtina délky celé sekvence. Presto bude sekvence kvuli prekryvim
rozdélena na pét cdsti.

Program ma pouze jeden povinny parametr, tim je cesta k souboru se vstupni sekvenci.
Dalsich Sestnact parametrt je nepovinnych a v pripadé, Ze nejsou zadany pouzije program
prednastavenou vychozi hodnotu, jinak jimi lze ovlivnit veskeré parametry hledani véetné
vSech penalizaci. Popis jednotlivych parametri obsahuje napovéda programu, tu lze vyvolat
spusténim programu s parametrem -h.

4.3 Zpracovani vSech povolenych znakii FASTA formatu pro
nukleové kyseliny
FASTA format nabizi mimo znaki A, C, G, T pro nukleotidy i dalsi znaky, které mohou

zastupovat vice nukleotid@i najednou. Pivodni program zpracovani téchto symbolt neuva-
Zuje. V ramci této prace jsem ho rozsitil tak, aby specialni znaky z tabulky 4.1 dokézal

zpracovat.
R purin W | slabé interagujici
Y pyrimidin B jiny nez A
K | baze s ketoskupinou | D jiny nez C
M | baze s aminoskupinou | H jiny nez G
S silné interagujici A% jiny nez T
N libovolna béze - mezera

Tabulka 4.1: Specidlni znaky povolené v souborech ve FASTA formadtu.

K nahrazovéni specidlnich znaki dochazi ve chvili, kdy alespon jeden ze znaki predanych
do funkce get max_score(...) spadd mezi specidlni znaky. Tyto znaky jsou rozpoznany
a je zavolana funkce handle_special(...), ve které jsou za znaky dosazeny nejvhodnéjsi
nukleotidy. V programu je pevné definovano pole reprezentujici tabulku 4.1, které kazdému
znaku pfifazuje vlastni mnozinu nukleotidi. Vybér nejlepsi kombinace probiha tak, ze nad
mnozinami nukleotidti, které znaky zastupuji, je proveden kartézsky soucin (obrazek 6.2.
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7 néj je vybrana dvojice, ktera pokud mozno spliiuje dfive zminénou podminku izomorfismu
a ma podle skérovacich tabulek nejvyssi skére. Ackoliv zkousSet vSechny variace neni neje-
legantnéjsi metoda, v tomto piipadé je jeji pouziti adekvatni. Maximalni pocet moznosti,
ktery zde mtize nastat je devét v pripadé, Ze se jedné o libovolnou dvojici ze znaka B, D,
H, V (kazdy z nich zastupuje t¥i nukleotidy).

WSTUP DO FUNKCE MN'DElN‘I", KTERE VSTUPNI - . -
HANDLE_SPECIAL(...) ZNAKY ZASTUPUJI KARTEZSKY SOUCIN Rxv
— (A T)
(A, C)
(G.T)
- Y (G, C)

Obrazek 4.2: Zpracovdni specidlnich znaki FASTA formdtu. Nad mnoZinami, které zastu-
pujt vstupni znaky R a Y je proveden kartézsky soucin a z néj je vybrana dvojice s nejlepsim
skore. Tu bez kontextu prohleddvani nelze urcit. K jejimu urcent je zapotrebi zndt typ hle-
daného triplexu a aktudlni izomorfni skupinu.

—— CELA SEKVENCE m—)

I \%NN MMMMNMNMNNNMBMNN %’, I

o |, SEGMENT  s—) o 7 SEGMENT  s—
| | | |
| | | 1
. 1. USEK . 1. USEK o
2. USEK 2 USEK
e —

Obrazek 4.3: Kompletni mechanismus deleni sekvence na mensi casti. Ukdzkovd sekvence
obsahuje oblast znaku N. Nejprve je sekvence ,rozstrizena“ podle mezer na dva segmenty
(mezerou rozumime symboly N a -). Tyto segmenty jsou ddle déleny na useky tak, jako
vysvétluje obrdzek 4.1.

Zpracovani znaku N je odlisné od ostatnich. N miize zastupovat libovolnou bézi. V real-
nych sekvencich se zpravidla objevuje na mistech, ktera se nepodafilo nasekvenovat (¢asto
kvuli velkému poétu repetic). N se tedy nevyskytuje samostatné, ale zpravidla vypliuje
celé delsi oblasti. V téchto mistech by si algoritmus mohl dosadit zcela libovolné baze tak,
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aby vytvorily idealni triplex. Néco takového nemé z praktického hlediska smysl, proto jsou
oblasti obsahujici N interpretovany stejné jako mezery -. Sekvence je pak podle mezer roz-
délena na mensi segmenty. Kazdy segment musi byt zpracovan zvlast témér jako by byl
samostatna sekvence, tyto segment nelze dat dohromady a brat jako jednu sekvenci, pro-
toze segmenty pred mezerou a za mezerou fyzicky nenavazuji. Segmenty jsou dale rozdéleny
podle maximalni povolené velikosti zptisobem popsanym v kapitole 4.2. Kompletni princip
déleni je znazornén na obrazku 4.3.

K rozdéleni sekvence na segmenty je pouzita funkce strtok(. . .) ze standardni knihovny
string.h. Takovy zptsob déleni nemé zadné dodatecné pamétové naroky, ale vyzaduje na-
vic jeden sekvencni pruchod celou sekvenci.

4.4 Upravy pro zpétny priichod matici

Jak uz bylo feceno, ptivodni program nesestavuje celou matici dynamického programovani,
protoZe ta mé kvadratickou pamétovou zavislost na délce vstupni sekvence. Pro predstavu,
i kdybychom pominuli pokrocilé aspekty tohoto algoritmu, do kterych spadaji tfeba zmény
izomorfni skupiny, musime na kazdé pozici matice uchovat alespon skére a smér, odkud
jsme se na tuto pozici dostali. Pro tento icel by ndm stacily 2bajty. Uz i na ukazkovém
genomu E. coli, ktery je dlouhy 4 639 250 nukleotidii, dostdvame enormni pamétové naroky
2 x 46392502 B~ 39,15 TB.

Upravend verze programu je uréena pro kratké sekvence, u kterych je pamétové tinosné
sestavit celou matici. Hlavni algoritmus podstoupil jen malé zmény. V pribéhu hlavniho
vypoctu nyni nevypisuje zadné nalezené triplexy, misto toho postupné doplnuje informace
do pfedem alokované matice. V ostatnich aspektech zistava algoritmus nezménén. Takto
vyplnénou matici Ize nasledné pouzit pro zpétny prichod a tim zjistit pfesnou sekvenci
triplexu véetné inzerci. Vychozim vystupem programu je tedy jediny triplex ziskany zpét-
nym prichodem sestavené matice. Z programu je vSak pouzitim nepovinného parametru
-g mozno ziskat i celou matici v csv formatu. Z této exportované matice je sestaven i ob-
razek 4.4, ktery demonstruje ¢innost programu. Pro tuto demonstraci jsem pouzil stejnou
sekvenci, ktera je pouzita v (Lexa, 2011)!'),

Prichod zacind v pravém dolnim rohu matice. Po kazdém kroce se algoritmus posune
na novou pozici. Smér posunu je dan pravidlem na soucasné pozici, skére na dané pozici je
v tuto chvili uz nepodstatné. Priichod probihé, dokud se algoritmus neposune az k jedné
z hlavnich antidiagonél nebo dokud nenarazi na nevyplnéné pole matice. Ta mohou v dolni
poloviné matice vzniknout, kdyz algoritmus na zdkladé parametru min_loop pro miniméalni
velikost smycky preskakuje prvnich min_loop antidiagonal. Béhem prichodu program vy-
tvari vystupni sekvenci tak, aby vystupni format spliioval nasledujici pravidla:

e Parujici se nukleotidy jsou vypsany malymi pismeny.
e Neparujici se nukleotidy jsou vypsany velkymi pismeny.
e Inzerce jsou ohraniceny zavorkami.

e Smycka je od téla oddélena pomlckami.
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5

o]0
a (D) -7
Q|0 |-F)|-7
C Q10 (-F]-7|-14
T 2]1]0(1|1]|-6|-6
C (0|7 2]|-&]|-6]-13
C 2|01 2)|-7]-5(-5]|-13]-13
T |21 1]| 4|55 ]-4/|-12
T o|ofz(1)2|-2(0|4|-8][-3
C af(o|-F|-F|4|-2|-5]0]|-7|-11]-12
T 1
T L8] 1
C o]0 4
T (01
A Q|0 |-F)|-7
T Q|07 2|6
C Q|0 |-F|-T|-T| 4
C Q0| 2)|-7F|-14|-14| -5
T 2|01 1) 1] 4|-5]|-12]-13
C Q|Q|-F|2]-2|-5(-3]-12(-10
T o|1|z|-6|-2|Q(-5]-1[-10
T e 2|11 (-2|-2|5|Q|-7F]-7]|-5
i 0| 2| 2 |-2|-2|-1|-1|-B|-7]-5(-11

Obrazek 4.4: Zpéetny prichod matict sestavenou béhem vypoctu. Horni polovina matice nad
antidiagondlou je pro vypocet nepodstatnd. Sipka zndzorriuje smér zpétného prichodu.

Pro ukazkovy priichod z obrazku 4.4 dostavame nasledujici vystup:
gggctccttect——tet(a)tcctettt

Tento fetézec je dale pouzitelny pro schematické vykresleni triplexu. Vykreslovanim se blize

zabyvéa az kapitola 5.3.
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Kapitola 5

Webova aplikace

5.1 Hlavni aplikace

Webova aplikace nabizi pohodIné webové uzivatelské rozhrani. Byla vytvofena s cilem zjed-
nodusit a zpfijemnit uzivatelim pouzivani vytvorenych programt. Jakozto webové aplikace
mé navic mnohem vétsi potencidl. Vyhledané triplexy jsou rovnou schematicky vizuali-
zovany a u pfeddefinovanych sekvenci nabizi aplikace odkaz do UCSC genome browseru
sméfujici na vyhledanou pozici triplexu v ramci své sekvence. Celd aplikace v anglickém
jazyce bézi na serveru http://bioware.fit.vutbr.cz/~zruna/DIP/.

Serverova cast aplikace je vytvoiena v jazyce PHP s pomoci ¢eského frameworku Nette.
To znamena, zZe vyuziva softwarovou architekturu model-view-controller, ktera striktné od-
déluje préci s daty, zobrazovani dat a zpracovani pozadavku. O databdzovou ¢ast aplikace se
stara databazovy systém MySQL. Klientska ¢ast vyuziva javascriptovou knihovnu jQuery,

e

aby uzivatelim nabidla co nejpohodlnéjsi a zaroven moderni uzivatelské rozhrani.

®» Sequence

The only supported input format af the moment is FASTA format. In case your sequence contagins
any special FASTA permitted nucleic acid codes, we suggest you read more about how those behave
in our application.

Custom
Predefined
@ From file e J000%6.1.fna ) 23% from4.5MB Cancel upload

Obrézek 5.1: Vyber vstupni sekvence na webovém rozhrani

Vstupni formuldf pro vyhledavani umoznuje nastavit v podstaté veskeré parametry,
které konzolova aplikace pouziva. Parametry jsou rozdéleny do nékolika kategorii. Prvni
kategorie je vstupni sekvence. Kratky popis u této kategorie uzivatele informuje o podpo-
rovaném formatu vstupni sekvence (FASTA format) a o tom, jak se aplikace chovd, kdyz
narazi na néktery ze speciadlnich znaki podporovanych ve FASTA forméatu. Sekvenci je
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mozné zvolit z nékolika zdroji:

Vlastni vstup Vstupni sekvence musi byt ve FASTA formétu zadéna p¥imo do vstupniho
pole v prohlizedi.

Preddefinovany vstup Nékolik sekvenci je uloZeno v pfimo na serveru. Jedna se o vSechny
chromozomy lidského genomu a kompletni genom bakterie Escherichia coli. Z téchto
sekvenci miize uzivatel libovolnou rovnou pouzit.

Vstup ze souboru Posledni moznost predstavuje nahrani vlastniho souboru. Velikost to-
hoto souboru je z kapacitnich diavodid omezena na 5 MB. Nahravani souboru na server
probihé asynchronné ihned po zvoleni souboru (tedy ne az po odeslani formuléare) a je
mozné ho v prubéhu kdykoliv pferusit (ukézka na obrazku 5.1). Tento zpiisob mé sva
pro i proti. Hlavni vyhodu je moznost uz béhem nahravéani souboru vyplinovat zbyva-
jici ¢ast formuléfe (ne ndhodou je tedy volba vstupni sekvence hned prvni parametr
ve formuldfi). Naproti tomu hlavni nevyhoda spoc¢iva v tom, Ze veskeré nahrané sou-
bory vcetné téch nakonec nepouzitych ziustavaji ulozeny na serveru az do chvile, nez
je nékdo smaze. Tomuto problému by Slo zamezit automatickym pravidelnym spou-
sténim skriptu, ktery by adresaf s nahranymi sekvencemi kontroloval a promazaval.
K tomuto 0celu slouzi softwarovi démoni jako napt. Cron.

Dalsi kategorii tvori typ triplexu. Kazdy typ triplexu je ilustrovan obrazkem, aby bylo
zfejmé o jakou variantu se jedné. Obréazky jednotlivych typu triplext jsou piejaty z (Lexa,
2011)[ I'a k vidéni jsou na obrazku 3.3. T¥eti a ¢tvrta kategorie predstavuje zékladni
a pokrocilé parametry algoritmu. Kazdy parametr je opatifen napovédou, kterd by méla
uzivateli objasnit jeho smysl (obrazek 5.2).

2| triplex on Antiparallel t
ise strand (4 sense st

Minimal size of triplex loop. For
example “3" means that the loop wil
be at least 3 nucleotides long.

Min. triplex loop: |3

Obrazek 5.2: Ukdzka ndpovédy jednoho z parametri.

Jakmile uzivatel odesle vyplnény formuld¥, je na server odeslan asynchronni pozada-
vek. Uzivateli ziistane stranka bez obnoveni oteviend, odeslani formulafe ale vytvoii novou
zélozku (uvnitf aplikace nikoliv prohlize¢e) a automaticky do ni uzivatele pfepne. Kazdé
hleddni ma svoji zalozku, kterd informuje uzivatele o stavu hledani. V okamzik, kdy je
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hledani ukonceno, se zde objevi odkaz na vysledky hledani nebo pripadné se vysledky rov-
nou samy po dokonceni hledani oteviou. Vyhodou je, Ze formulaf ztistane i po potvrzeni
vyplnén stejnymi idaji (véetné souboru nahraného na server), a tak uzivatel mtize obratem
spustit nové hledani se stejnymi parametry pouze se zménénym typem triplexu. Dalsi déni
na serveru je zachyceno na obrazku 5.3.

Zpracovat

Spustit hlavni Vlozit wysledky

parametry z
pozadavku

Pro kaZdy

spustit zpétny
prichod

Vizualizovat
jednotlivé
triplexy

aplikaci

Vyhbrat vysledky
7z databdze

Zobrazit
wysledky

do databdze

Obrazek 5.3: Tento diagram zobrazuje déni na serveru po odesldni formuldre uZivatelem.
Detaily jednotlivych kroki jsou rozebrdny niZe.

Krok 1 — Zpracovani parametra Validace spravnosti parametri probih4 jak na strané
klienta tak na serveru. Vzhledem k tomu, Ze pfijaté hodnoty jsou pouzity dal jako pa-
rametry pro konzolovou aplikaci, je z hlediska bezpecnosti také nutné je ,,escapovat®,
aby nedoslo ke zneuziti.

Krok 2 — Spusténi hlavni aplikace S oSetfenymi parametry server spusti hlavni kon-
zolovou aplikaci na hledani triplexid a jeji vystup presméruje do souboru. Pfesméro-
vani je nutné, protoze PHP skript dale pracuje s vystupem aplikace, jenomze pamét,
kterou smi alokovat, je v soucasné dobé limitovana nastavenim serveru na 128 MB.
Presmérovanim do souboru toto omezeni obejdeme.

Krok 3 — Vlozeni do databaze Soubor s vysledky je po 1000 zédznamech nacitan a vkla-
dan do databaze. Po vlozeni do databéaze server soubor automaticky smaze.

Krok 4 — Filtrovani vysledka Cilem filtrovéni je zbavit se triplexi, které jsou pod-
mnozinou jiného triplexu a pritom jsou méné kvalitni tak, jak demonstruje obrazek
5.4. Filtrovani musi byt kvtli pamétovym omezenim provadéno po ¢astech. Ptivodni
zamér byl filtrovat vysledky rovnou v databéazi jedingm SQL dotazem. Tento jed-
noduchy zptsob, ac¢koliv byl funkéni, byl u vétsiho mnozstvi vysledki nepouzitelny,
protoze vykonani filtrovactho SQL dotazu trvalo moc dlouhou dobu, béhem které
byla tabulka uzamcena pro jakékoliv dalsi dotazy a to mélo v podstaté za nésledek
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nepouzitelnost celé aplikace béhem filtrovani. Nakonec tedy bylo zvoleno programové
filtrovani v PHP skriptu. Skript nacita po davkach triplexy z databaze sefazené podle
jejich zacatku a konce. Sefazeni probihd pfimo v databézi, kterd ho diky indexaci
sloupci provadi velmi efektivné a rychle. Kazdy triplex je porovnavan se svymi na-
sledniky, dokud to ma smysl tzn. dokud je konec nasledujiciho triplexu mensi nebo
roven konci soucasného triplexu. Naivni pristup k filtrovani, ktery by porovnaval ka-
zdy triplex s kazdym by mél kvadratickou ¢asovou slozitost. Metoda zvolena v této
aplikaci ma diky omezeni maximalni a minimalni délky triplexu zadanymi parame-
try lepsi ¢asovou slozitost. Je-li maximéalni délka triplexu max a miniméalni min, pak
maximalni pocet porovnani p, které bude muset pro kazdy zaznam udélat je:

maxr—min

p= Z (max — min + 1 —9) (5.1)
i=0

Maximélni pocet porovnéani pouzijeme pro vypocet primérné casové slozitosti.
T(n)=nxp=0(n) (5.2)

V nejlepsim ptipadé, kdy neexistuje zadny triplex, ktery je podmnozinou jiného do-
stavame linearni ¢asovou slozitost

T(n) = Q(n) (5.3)

AKTUALNI TRIPLEX

SKORE 10 aggggctaaggggagggga

SKORE 7 ccaggggciaagggga &/ zachovan
SKORE 11 QQHHQQQQEQQQQEWJ zachovan
SKORE 8 ggctaaggggagg ® odfiltrovan
SKORE 12 ggctaaggggagg 4/ zachovan
SKORE 10 agggoctaaggggagg ® odfitrovan

Obrazek 5.4: Cilem filtrovdni vysledki je odstranit triplexy, které jsou podmnoZinou jingch
triplext a zaroven jsou meéné kvalitni. Podmnozinou triplexu rozumime sekvenci od pocdtku
triplexu (véetné) po jeho konec (véetné). V aplikaci by k porovndni s pronim ani druhgm
z triplexi ani nedoslo, protoZe ty nejsou podmnozinou aktudlniho triplezu.

Krok 5 — Strankovani a vybér vysledku Mnozstvi vysledkt mtze dosahovat velkych

hodnot, proto aplikace uzivatelim nabizi strankovani, filtrovani a fazeni podle jejich
potfeby. Vychozi fazeni je sestupné podle skore triplexu.

Krok 6 — Zpétny pruchod matici Jakmile aplikace vybere triplexy, které ted bude

zapottebi zobrazit, spusti pro kazdy z nich modifikovanou verzi programu. Program
sestavi matici, provede zpétny prichod a vytiskne vysledek.
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Krok 7 — Vizualizace triplext Vystupy obdrzené v kroku 6 jsou pouzity pro vizuali-
zaci triplexu. Vice o vizualizaci v kapitole 5.3.

Krok 8 — Zobrazeni vysledku Jednotlivé triplexy jsou zobrazeny v tabulce, kterd ob-
sahuje veskeré informace o konkrétnim triplexu véetné nahledu. Vysledky lze expor-

tovat do gff3 souboru.

5.2 Databaze

Databaze je tvofena ctyfmi tabulkami tak, jak ukazuje obrazek 5.5.

vie} zrunz.searches

@ id :int{11)

# id_predefined_sequences : int{11)
B param_steps : tinyint(3)

B param_min_score : tinyint{3)
# param_min_length : tinyint(3)
B param_min_loop : tinyint(3)

# param_max_loop : tinyint(3)
# param_p_val : float

B param_lambda1l : float

# param_lambda2 : float

B param_mil : float

B param_mi2 ; float

# param_triplex_type : tinyint{1)
B per_insertion : tinyink(3)

# pen_jsogroup_change : tinyint(3)
# per_isogroup_stay @ tinyint(3)
B pen_mismatch : tinyint(3)

[ created @ timestamp

B results ; int(11)

[ last_view : timestamp

£l sequence : varchar{100)

a0 iceresults

@ id:int{11)

# searches_id : int(11)
# start_ch : bigint({20)
# end_ch : smallint{g)
# start_gap : smallint(g)
# end_gap : smallint{&)
# max_score : smallint{s)
# p_val : float

# length ; smallint{a)

# insertions : smallint(a)
12l tri_seq : varchar{250)

45 o= predefined_sequences
@ id :int{11)
€ # id_organisms : int{11)
12l file : varchar{100])
Il name : varchar{100)
2l chromosome : varchar(2)

Ve “runz Organisms

«f id : int{11)

12l name : varchar{50)

12l genome_browser_link : warchar{300)

Obrazek 5.5: Schéma pouZité databaze.

Tabulka searches Obsahuje zdznamy o kazdém provedeném vyhledavani. Uklada pouzité
parametry, cestu k souboru se sekvenci, datum posledniho zobrazeni, cizi kli¢ do ta-
bulky predefined_sequences aj. I kdyz se muze zdat nadbytecné, Ze tabulka uchovava
i pocet vyhledanych triplexi, je to z hlediska vykonnosti aplikace a zatizeni data-
béze piinosné. Vysledktt mohou byt klidné i statisice a zjistovat jejich pocet pomoci
agregacni funkce COUNT trva v takovych pripadech v fadech sekund. Kdezto pokud
obétujeme ctyfi bajty navic pro ulozeni poc¢tu vysledki, dokédzeme jejich pocet zjistit

vzdy za par milisekund.

Atribut last_view je aktualizovan vzdy, kdyZ jsou vysledky zobrazeny. V soucasné
dobé neni nijak dal vyuzit, ale do budoucna by mohl slouzit pii udrzbé databaze
k identifikaci nepouzivanych vysledkt, které by byly nasledné smazany.



Tabulka results Kazdy zaznam této tabulky reprezentuje jeden nalezeny triplex. Zaznam
obsahuje informace o kvalité, umisténi triplexu, jeho sekvenci pfed zpétnym zarovna-
nim a cizi kli¢ do tabulky searches.

Tabulka predefined_sequences Uchovava seznam preddefinovanych sekvenci a informaci
o tom, kterého organismu se tykaji.

Tabulka organisms Obsahuje nizvy organismi pro preddefinované sekvence a odkaz do
UCSC genome browseru.

5.3 Vykreslovani triplexa

Vykreslovani triplext je implementovano v jazyce PHP. Slouzi k nému t¥ida TriVis. Neni
nijak pevné vazana na tuto webovou aplikaci, byla vytvorena tak, aby bylo snadné ji pouzit
i mimo ni. Objekty t¥idy TriVis vyzaduji dva parametry v konstruktoru. Prvnim z nich je
vykreslovana sekvence, kterd musi spliiovat specificky format (viz déle), a druhym je typ
triplexu. Typy triplexti odpovidaji typtm z (Lexa, 2011)["] a i v{sledna podoba obrazkt
je obrazky z této prace zasadné ovlivnéna.

Pro tvorbu obrazki vyuziva tiida TriVis PHP knihovnu GD. Vysledné obrazky jsou
ve formatu PNG. Siika i vyska vysledného obrazku neni fixni, pro kazdy triplex jsou tyto
rozméry dynamicky spocitany podle délky triplexu, velikosti smycky a velikosti inzerci.

Kazdé vlakno ma kviili prehlednosti oznaceno sviij 3’ a 5" konec jinou barvou. Watsonova-
Crickova vazba mezi komplementarnimi vlakny je naznacena nepferusovanou ¢arou, Hoogs-
tenova vazba mezi tfetim vldknem a jednim z vlaken dvojsroubovice je naznacena preruso-
vanou ¢arou. DogSlo-li k neshodé v parovani nukleotidi, Hoogsteenova vazba je vynechana.
Inzerce vystupuji mimo télo triplexu a maji Sedou barvu, diky které ustupuji mirné do po-
zadi. Smycka triplexu je tvofena kruhovym obloukem obarvenym modie. Popsané vlastnosti
zobrazuje nasledujici obrazek 5.6.

-
T T T T——T— \

A
A A A A—A—

3 : : : /
T G T T T—

Obréazek 5.6: Vykresleny triplex tTt(g)tt-gcg-tttGt s paralelnim pronim vldknem, krdtkou
smyckou a inzerci na hlavnim vldkneé; — Watsonova-Crickova vazba, — — Hoogsteenova
vazba.

Tiida TriVis zadnym zptisobem nekontroluje, jestli ji byl pfedan opravdovy triplex.
Jediné, co ji zajima, je, jestli pfedana sekvence spliiuje pozadovany forméat pro zpracovani.
V podstaté jde pouzit pro vykresleni libovolné sekvence ve spravném forméatu. Hlavni slozku
kontroly spravného formatu tvori koneény automat definovany na obrazku 5.7. Pokud tento
automat prijme vstupni sekvenci, musime jesté ovérit, jestli ¢ast pfed smyckou je stejné
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Obrazek 5.7: Konecény automat, ktery kontroluje sprdavny formdt vstupni sekvence pro vy-
kresleni. Cervené $ipky zndzornuji prechody pro viechny jinak nepokryté symboly daného
stavu.

dlouhd jako ¢ast za smyckou. Na rozhodnuti tohoto problému koneény automat nestaci,
takze musime po pfijeti vstupni sekvence konec¢nym automatem provést jesté tuto kontrolu.

Webova aplikace nabizi samostatny nastroj pro vizualizaci triplexti, na kterém lze také
vyzkouset vSechny zde zminéné rysy tiidy TriVis. Rozhrani tohoto néastroje je opatieno
patficnymi priklady, ze kterych by mélo pro pripadné uzivatele byt snadné pochopit, jak
zobrazit, co potfebuji, aniz by museli ¢ist tuto praci.
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Kapitola 6

Experimenty

Testovani bylo provadéno na serveru bioware a byly pouzity sekvence dostupné z dopliko-
vych materiali na http://www.fi.muni.cz/~lexa/triplex/.

6.1 Narust pocétu nalezenych triplextu pfi déleni sekvence

Pfi rozdélovani sekvence jsou prekryvy (viz kapitola 4.2) prohledévany dvakrat. To ma
za nasledek nartist celkového poctu vysledkii. Reseni tohoto problému spoéiva ve filtraci
vysledku, kterou ale provadi az webova aplikace. Zajimavé zjisténi z téchto vysledki je, ze
maximéalni velikost iseku nema prakticky vliv na ¢asovou naroc¢nost celého vypoctu.

Maximalni velikost | 5MB | 2,5MB | 1,25MB | 0,625 MB
Pocet vysledku 11 13 17 18
Délka vypoétu | 24s 23 s 23s 23 s

Tabulka 6.1: Nartistu na genomu E. coli. Pouzité parametry: -e 12 -i 2 -j 4 -s 20 -1 10

Maximalni velikost | 5MB | 2,5MB | 1,25MB | 0,625 MB
Pocet vysledku | 16209 16493 16733 16 967
Délka vypoétu | 2mb6s | 2mb7s | 2mb8s 2mb8 s

Tabulka 6.2: Narast na lidském chrom. 22. Pouzité parametry: -e 20 -1 2 -j 4 -s 20 -1 10

6.2 Casovai naroc¢nost

V ramci testovani ¢asové narocnosti byl algoritmus otestovan na sadé ndhodnych sekvenci
s vyrovnanym pomeérem poctu nukleotidli a na redlné sekvenci e. coli, kterd byla pro tento
experiment vytvorena v nékolika kopiich. Kazda kopie obsahovala genom e. coli vicekrat
za sebou, tak aby délka sekvence vzdy odpovidala ndhodné sekvenci. Ndhodné sekvence
obsahuji podle poznatkid z kapitoly 3 méné triplexid, a to znamenad, Ze jsou prohledavany
rychleji. Zaroven bylo vyhodnoceno zpracovani komprimovanych sekvenci v porovnani s ne-
komprimovanymi.
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Obrazek 6.1: Prohleddvdni mdhodnijch sekvenci trvd kratsi dobu, mezZ prohleddvdni stejné
dlouhych sekvenci E .coli. PouZiti komprimovanych sekvenci prindsi jen drobny ndrist
v délce zpracovdni.

6.3 Nahrazovani specialnich FASTA znaku
Pro tyto testy jsem zvolil ukdzkovou sekvenci z (Lexa, 2011)!':
TTTCTCCTATCTTCTTCCTCGGG

Tuto sekvenci jsem pomoci specialnich znaktt FASTA formétu upravil. Uprava spociva
v ndhradé koncové dvojice GG za RR (R zastupuje puriny), takZe algoritmus bude rozhodovat,
ktery z purinti do testované sekvence dosadit. Program spustény nad zménénou sekvenci

TTTCTCCTATCTTCTTCCTCGRR
dava stejny vysledek jako pro originalni sekvenci tedy
tttctect(a)tct--tcttecteggg

Na obé mista purint program dosadil guanin. Matice zpétného priichodu pro tento pfipad
je k vidéni na obrazku 4.4. Pro ovéfeni, spravnosti tohoto rozhodnuti jsem provedl ru¢né
dosazeni vSech zbylych moznych dvojic na mista purinti tzn. AA, AG, GA a na sekvenci
s dosazenymi nukleotidy jsem provedl zpétné zarovnani s nasledujicimi vysledky:

Jak je vidét z obrazku 6.2, program dosadil za dvojici RR spravné. Varianta GG mé ze
vSech moznych nejlepsi skére.
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g 2|1 W | 2|1 s
T 12 3\\3 & | -15 T 12 ?“*\_:. 1| -0
T 7 | -11 '1\\'.4 13 T 7 | -1 -N 5
T -12 -& -10 -E\Nll T -12 -& -10 -5'\~ -3
(a) dvojice purinti RR nahrazena nukleo- (b) dvojice purind RR nahrazena nukle-
tidy AA. otidy GA
G G G
a | = | a7 | a7 2| 3| = | a7
"\_T" -2 -11 | -2 ‘\E -2 -11 | -1
T 12 '.3\\:3. £ | -10 T 12 ?“*\3 -1 | -1
T 7 11 _1\~:4 -5 T -7 -11 -l\s.l 1]
T -12 -& -10 -2 -3 T -12 -& -10 -5'\~ 5
(¢) dvojice purint RR nahrazena nukleo- (d) dvojice purind RR nahrazena nukle-
tidy AG otidy GG, tak jak navrhl program

Obrazek 6.2: Na obrdzcich je zobrazen pouze pravy dolni roh matice, ten je v tomto problému
klicovy.
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Kapitola 7
Zaver

Rozsifovanim a tupravami pouzitého vychoziho algoritmu bylo dosazeno urcenych cili.
Stejné jako originalni aplikace z (Lexa, 201 1)[ | je soucasna verze schopna naéitat vstup ve
FASTA formatu, vyhledavat i v dlouhych sekvencich DNA a do vypoc¢tu zahrnout zménu
izomorfni skupiny. Dalsi ispésné rozsifeni aplikace spociva v nové zavedené schopnosti zpra-
covat vSechny FASTA znaky pro nukleové kyseliny. Diky tomuto rozsifeni je nyni aplikace
schopna podle kontextu dosazovat pii vyhledavani triplexu za specidlni FASTA znaky nej-
vhodnéjsi nukleotid z mnoziny, kterou znak reprezentuje. Kromé rozsifeni a uprav vychozi
aplikace byla vytvofena i jeji nova verze urcend pouze pro kratké sekvence. Cilem tohoto
programu je béhem vypoctu sestavit celou matici dynamického programovani a nasledné
v této matici provést zpétny priichod. Zpétny priichod matici je nutny pro zjisténi presné
sekvence triplexu véetné inzerci. Pivodni aplikace toto nedokaze, protoze celou matici ne-
sestavuje (udrzuje vzdy pouze posledni 2 antidiagonély).

Obé dveé aplikace jsou zkompilovatelné na 64-bitovém systému a diky tomu mohou byt
pouzity na serveru bioware ve spolupraci s vytvorenou webovou aplikaci. Webova aplikace
je dostupna na adrese http://bioware.fit.vutbr.cz. Uzivatelim nabizi grafické uzivatelské
rozhrani pro vyhleddvani intramolekulérnich triplexi v DNA sekvencich. Vyhledané tri-
plexy umi aplikace vizualizovat diky t¥idé TriVis, kterou lze pouzit i samostatné mimo tuto
aplikaci pro vlastni vizualizace. Cely web je kompatibilni s hlavnimi webovymi prohlize¢i
Chrome, Firefox a Internet Explorer 7-9.

Na hlavnim programu pro vyhledavani (véetné verze modifikované pro zpétny prichod)
vybizi par véci ke zménam a vylepsenim. Dosazovani nukleotidl za specidlni znaky FASTA
formatu by slo implementovat diimyslnéji. Soucasny pfistup porovnava vzdy jen dva sou-
sedni symboly a rovnou za né dosazuje konkrétni nukleotidy. Sofistikovanéjsi pristup by
mohl nejprve zjistit, kolik znaki, za které bude muset dosazovat, spolu sousedi a néasledné
rozhodovat o nejvhodnéjsim dosazeni pro cely tsek najednou. Takovy pristup by byl vy-

e

hardwarové akcelerovana verze celého algoritmu, kterd vyuziva obecnych vypocCtl na gra-
fické karté. V hardwarové akcelerované verzi bychom si i tento vypocetné naro¢néjsi postup
mohli dovolit.

Rozsiteni webové aplikace by mohlo spocivat v déimyslnéjsim propojeni celé aplikace
s biologickymi databazemi jako je napt. UCSC genome browser. Zarovenl by se soucasnym
vzestupem WebGL bylo mozné piepracovat celé zobrazovani triplext tak, aby probihalo na

strané klienta. To by vedlo k sniZeni zatéze ze serveru.
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Priloha A

Obsah CD

./dokument/pdf
./dokument /tex

. /tests
./triplexy_detekce/bin
./triplexy_detekce/src
./triplexy_detekce/doc
./vizualizace
./webova_aplikace/aplikace
./webova_aplikace/schema_db
./zpetne_zarovnani/bin
./zpetne_zarovnani/src

./zpetne_zarovnani/doc

textova verze prace vysazena do pdf

textova verze prace pro sazbu

automatické testy pouzité v kapitole experimenty
aplikace pro hledani triplext pfrelozena na serveru bioware
zdrojové kody aplikace pro hledani triplexi

programovéa dokumentace aplikace pro hledani triplexi
tfida pro vizualizaci triplexi

webova aplikace (dostupna na bioware.fit.vutbr.cz)
schéma pouzité databaze exportované do sql

aplikace pro zpétny prichod prelozena na serveru bioware
zdrojové kody aplikace pro zpétny prichod

programové dkoumentace aplikace pro zpétny priichod
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