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Abstrakt

Tato bakalaiskd prace se zabyva zobrazovacimi technikami sekundarnich struktur DNA. Shrnuje
a rozebird nékteré soufasné metody vizualizace. Objasfiuje problém a jeho vyznam z hlediska
molekularni biologie. Cilem préce je navrh obecného algoritmu pro vizualizaci sekundarnich struktur
DNA, konkrétné¢ palindromickych a triplexovych struktur a jeho implementace do prostiedi
R/Bioconductor. Zamétuje se zejména na oblast 2D grafického zobrazovani zminénych sekundarnich
struktur DNA. Vysledkem prace je vytvotena 2D graficka podpora pro softwarové balicky uréené pro
prostfedi R/Bioconductor, které zabezpeCuji vyhledavani charakteristickych sekvenci palindromui
a triplexti v sekvencich DNA.

Abstract

This bachelor‘s thesis deals with the visualization techniques of the secondary structures of DNA.
It summarizes and discusses some of the current methods of visualization. It explains the problem and
its importance from the standpoint of molecular biology. The main aim of the work is the design of
a generic algorithm for visualization of secondary structures of DNA, specifically palindromes and
triplexes, and its implementation into the environment R/Bioconductor. It focuses in particular on
the area of 2D graphical imaging of these secondary structures of DNA. The result of the work is
2D visualization support for R/Bioconductor‘s software packages which provide searching of
the characteristic sequence of palindromes and triplexes in DNA sequences.
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1  Uvod

Sekundarni struktury DNA jsou Vv posledni dobé stiedem zajmu mnoha védeckych tymt, protoze se
predpoklada, Ze hraji vyznamnou roli v riznych biologickych procesech, které probihaji v Zivych
organismech. Biologicky vyznam téchto struktur vSak doposud neni uspokojivé vysvétlen
a zmapovan. Graficka vizualizace zkoumanych struktur DNA pomoci informaénich technologii
pomaha védeckym pracovnikiim 1épe pochopit jejich vzhled, prostorovou konfiguraci a vzajemna
propojeni.

Hlavnim cilem mé bakalaiské prace navrhnout obecny algoritmus pro vizualizaci sekundarnich
struktur DNA. Zamé&fuji se zejména na oblast 2D grafické reprezentace zajmovych sekvenci. Hlavnim
aplika¢nim cilem je pak doplnéni podpory grafické prezentace vysledkii pro softwarové balicky,
urCené pro prostiedi R/Bioconductor [22], které jsou uréeny pro vyhledavani charakteristickych
sekvenci palindromt ¢i triplexti v DNA fetézcich.

V tvodni ¢asti prace struéné uvadim soucasny stav feSené problematiky s kratkou exkursi do
odpovidajici oblasti molekularni biologie. Jde zejména o problematiku vybranych sekundarnich
struktur DNA, zejména palindromu a triplext tak, aby bylo ziejmé, jakymi problémy se ve své préci
dale zabyvam a co je cilem vizualizace téchto sekundarnich struktur DNA.

V nasledujici kapitole zminuji nékteré rozsifené nastroje, které se zobrazovanim sekvenci resp.
struktur DNA, jiZ zabyvaji. Stru¢né zde uvadim také prostiedi R/Bioconductor.

Dale uvadim kritické zhodnoceni vychoziho stavu predmétu fesSeni, tj. vizualizatni podporu pro
zkoumané zajmové sekundarni struktury DNA, odpovidajicich softwarovych balickt prostiedi
R/Bioconductor. Na zakladé tohoto zhodnoceni nasledné formuluji konkrétni cile prace, a to jak
hlavni, tak i postupné cile resp. etapy.

Vv v

Té&zisté prace leZi v kapitolach 5 a 6, které obsahuji popis feseni konkrétnich cila préace. Jsou zde
popsany pristupy k modelovani charakteristickych entit zajmovych sekundarnich struktur DNA
ajejich vyuziti pfi sestavovani jejich 2D symbolickych diagrami. Jsou zde také uvedeny
zjednodu$ené vyvojove diagramy popisujici algoritmus implementovanych zobrazovacich funkci a je
popsan zpusob jejich implementace v prostiedi R/Bioconductor. Na zavér kapitoly 6 jsou uvedeny
ptiklady vizualizace realnych sekvenci DNA z lidského genomu.

V zavéru prace jsou diskutovany vysledky prace a zhodnoceno plnéni cilti bakalaiské prace.



2 Zaklady molekularni biologie

Tato kapitola pojednava o zakladech molekularni biologie. Je zde popsana primarni a sekundarni
struktura DNA a jeji prostorové konformace. Text se zejména zamétfuje na B-DNA konformaci, ktera
se za normalnich podminek vyskytuje zcela nejCastéji a mimo jiné je zaroven i predmétem mého
grafického zobrazovani. Déle se kapitola podrobné zabyva jednotlivymi druhy péarovani,
Watson-Crickovym a Hoogsteenovym, a také sekundarnimi strukturami DNA, konkrétné palindromy
a triplexy.

21 DNA

Deoxyribonukleova kyselina neboli DNA, je informa¢ni makromolekulou nesouci genetické
informace. Nejéastéjsi formou, u niz se polynukleotidova vldkna pravoto¢ivé vinou kolem své osy, je
tzv. B-forma DNA neboli B-DNA, coz je zakladni a za normalnich podminek nej¢astéji se vyskytujici
konformaci DNA v zivych organismech. DNA je obsazena v bunikach vSech organizmti a v DNA
virovych ¢asticich. [1][2]

DNA se tedy miize vyskytovat v riznych formach a podle zvolenych kritérii mize byt klasifikovana
do né¢kolika zakladnich skupin [29]:

e Podle poctu deoxyribonukleotidovych fetézct:

= Jednoretézcova DNA, oznaCovana téz jako ssDNA (z anglického ,,single stranded®),
sestavajici se pouze z jednoho deoxyribonukleotidového fetézce.

= Dvouretézcova DNA, ozna¢ovana téZ jako dsDNA (z anglického ,,double stranded*),
sestavajici se ze dvou deoxyribonukleotidovych fetézca.
e Podle tvaru:

» KruZnicova a linearni DNA. Obé formy DNA mohou byt jednofetézcové
i dvoufetézcové.
e Podle lokalizace v burce:

= Jaderna DNA (nDNA). DNA se vyskytuje v buné¢ném jadie eukaryot.

= Mimojadernd DNA. Tato lokalizace je typicka pro prokaryoty, DNA se tedy
vyskytuje volné v cytoplazmé.

Na strukturalni stavbu DNA muazeme pohlizet hned z n€¢kolika trovni. Jestlize budeme soustiedit nas
zajem pouze na jednotliva vlakna a pofadi nukleotidti, budeme hovofit o primdrni strukture DNA.
Staceni vlaken do utvaru zvaného Sroubovice jiz budeme oznacovat za sekundarni strukturu
a uspotradani vlaken a nukleotidl v prostoru jako tercialni strukturu DNA [1][2]. Terciélni struktura,
neboli nadSroubovice (superhelix), vznikd tzv. nadSroubovicovym vinutim sekundarni struktury.
Tento proces je reverzibilni. Sekundarni nebo priméarni struktura se nazyva relaxovand, jestlize
vznikla relaxaci tercialni struktury [29].

Nukleotidy

Nukleotidy piedstavuji zakladni stavebni kameny molekuly DNA. Mononukleotid obsahuje tii slozky
— pentozu, coz je pétiuhlikaty cukr, ktery je v piipadé molekuly RNA tvofen riboézou a v pripadé
molekuly DNA deoxyribozou. Déle je mononukleotid tvofen fosfatem a dusikatou, resp. organickou,
bazi. Podle typu baze rozliSujeme v ramci molekuly DNA ¢tyfi typy nukleotidd, které jsou odvozeny
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bud’ od pyrimidinu, nebo purinu. Mezi derivaty pyrimidinu fadime baze Cytosin a Thymin. Derivéaty
purinu jsou baze Adenin a Guanin. Strukturni vzorce nukleotidt DNA jsou uvedeny na obr. 1[1].
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Obr. 1: Typy nukleotidii v DNA

Retézce nukleotidii jsou vzajemné spojeny fosfodiesterovymi vazbami, které vznikaji mezi
deoxyribézou a fosfatovou skupinou. 3,5 - fosfodiesterova vazba je vazba propojujici uhlik
C3-deoxyribozy jednoho nukleotidu s uhlikem C5-deoxyrib6zy nésledujiciho nukleotidu. Orientace
deoxyribozy urcuje oznaceni konce vladkna. Pentdzafosfatové patete obou fetézci DNA se otaceji po
zevnim povrchu dvousroubovice, zatimco baze smétuji vzdy k jeji ose. [1][2]

Potadi nukleotidii zapisujeme jako posloupnost nukleotidi ve sméru 5°3’. Toto vlakno slouzi jako
vzor pii replikaci. Pfi syntéze se fetézec prodluzuje na konci oznaceném jako 3’.
V deoxyribonukleotidech je fosfat navazan v poloze 3 nebo 5°. Pokud maji dvé spojena vlakna stejny
smér, fikame, Ze se jedna o tzv. paralelni vlakna. V opacném pfipadé, tj. pokud vlakna maji opacny
smér, nazyvame vlakna antiparalelnimi. [1][2]

Nukleotid v3ak neni chdpén jen jako zakladni slozka DNA, ale rovnéZ i jako délkova jednotka. Délku
genu nebo jiné sekvence v molekule DNA zpravidla vyjadiujeme po¢tem nukleotidovych para. Tyto
jednotky oznacujeme jako par bazi (ve smyslu komplementarnich bazi v nukleotidech), zkratkou ,,bp”
(z anglického ,,base pair<). Vétsina gent dosahuje délky né€kolika tisic az miliond parti bazi. V praxi
proto pracujeme s odvozenymi jednotkami kbp nebo Mbp, pro které plati stejny pievodni vztah jako
u fyzikalnich veli¢in.[6]

Parovani bazi

Pti parovani bazi dochazi ke spojovani protilehlych bazi vodikovymi mistky podle urc¢itych pravidel.
Vodikové vazby neboli mustky jsou slabé vazebné interakce, které plisobi mezi molekulami, a diky
kterym muze vznikat kanonicka dvojita Sroubovice DNA.
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Obr. 2: Riizna uskupeni podle parovani bazi mezi vice Fetézci

K takovému parovani mtze dochazet mezi dvéma ftetézci. Takové uskupeni poté nazyvame jako
duplex a vznika tak typické dvouvlaknové uspofddani zvané Sroubovice. K parovani mize ovSem
dochazet i mezi vice jak dvéma fetézci. Vznikaji tak struktury jako triplex, kdy se paruji tii vlakna
spolu nebo uspofadani zvané kvadruplex, kdy dochazi k parovani ¢tyt vlaken mezi sebou. Viz obr. 2.

Watson - Crickovo parovani

Jednotliva vladkna se mohou véazat pomoci vodikovych mulstkdi mezi nukleovymi bazemi. Pomoci
vodikovych mastki se vaze vzdy purinova baze s pyrimidinovou (viz zakon komplementarity),
konkrétné  Adenin s  Thyminem  (znaceno  A:T) dvéma  vodikovymi  vazbami
a Guanin s Cytosinem (G:C) tfemi vodikovymi vazbami, viz obr. 3. Timto parovanim je vytvofena
kanonicka dvojita Sroubovice [2]. Watson-Crickovo péarovani se znazorfiuje pomoci znaku dvojtecky
- [20], coZ pouzivam i nadale v textu.

Obr. 3: Watson - Crickovo parovani



Hoogsteenovo (nekanonické) parovani

Hoogsteenovo parovani, nékdy téz oznaCované jako obracené Watson-Crickovo parovani, je
pojmenovano podle svého objevitele Karsta Hoogsteena. Jedna se o vazby vodikovych mustkd mezi
bazemi jiz sparovanymi i volnymi, které mezi sebou spojuji nekomplementarni baze nebo baze
komplementarni v jinych polohach, nez jsou vazby obvyklé (kanonické). Na zakladé jejich existence
vznikaji na fetézcich nukleovych kyselin tzv. nekanonické struktury. Hoogsteenovy vazby jsou sice
slabsi nez Watson-Crickovy, ale v pfipadech tvorby triplexd DNA se oba typy interakci vyskytuji
soucasné [4]. Hoogsteenovo parovani se muze vyskytnout i samostatné jako upiednostfiovana
moznost interakce, a to jak pro nekanonické ale i kanonické pary bazi. [16][17]

Hoogsteenovo parovani umoziuje vznik triplexovych a kvadruplexovych struktur. Vznikaji takto tzv.
triady nebo tetrady. Triady jsou trojice bazi sparovanych tak, ze stejnd purinova baze tvoii jednak
Hoosteentv par s pyrimidinovou bazi zaroven a Watson-Cricktiv par s pyrimidinovou bazi.

Priklad 1: Tridda typu YR*Y a YR*R.
Kde Y znaci pyrimidinovou bazi, R zna¢i purinovou bazi, a * obecné¢ znamena odchylku od
Watsonova-Crickova parovani bazi.

Tetrady vznikaji pfi parovani mezi Ctyfmi bazemi, které se uskutecni mezi molekulami Guaninu
a Cytosinu a mezi molekulami Adeninu a Thyminu.

Hoogsteenovo parovani vznika pfipojenim dal$i molekuly Thyminu k paru A:T (T:A.T) nebo dalsi
molekuly Cytosinu k péaru C:G (C:G.C). Tato struktura vSak mize vznikat pouze tehdy, pokud je
dodate¢né vldkno homopyridinové povahy. Musi tedy platit, ze celé vlakno je tvofeno jen molekulami
Cytosinu a Thyminu, nebot’ kazdy Hoogsteenliv par vyzaduje v fetézci dvojité Sroubovice molekulu
Guaninu nebo Adeninu. [16]
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Obr. 4: Hoogsteenovo parovani.
Hoogsteenovo parovani je zniazornéno ¢ervené, Watson-Crickovy vazby modfre.

Zakon komplementarity

Komplementarita bazi vysvétluje divod, pro¢ kazda dvojitad Sroubovice DNA obsahuje stejny pocet
purinovych i pyrimidinovych nukleotidi. MiZzeme tedy fici, Ze plati Chargaffovo pravidlo o poctu
téchto bazi: A=T,C=GaA+G=T+C.



Vime, Ze Adenin se paruje s Thyminem a Cytosin s Guaninem. Z toho plyne, Ze zastoupeni Adeninu,
resp. Cytosinu, je stejné jako zastoupeni Thyminu, resp. Guaninu.

Stabilita

Stabilita nukleovych kyselin zavisi na sekvenci a skladbé nukleotidi [9]. Uspofadani bazi nad sebou
vodorovné umoziiuje vzajemné interakce jejich elektront, oznacované jako base - stacking (stohovani
bazi), coz vyznamné pfispivda ke konformacni stabilité Sroubovice za béznych podminek
v organismech (vysoka koncentrace soli, vysoky stupeii hydratace). [18]

Molekula DNA s pievazujici poctem pari G:C, které jsou mezi sebou vazany tiemi vodikovymi
mustky, je odoln&jsi vici denaturaci. Coz znamena vuc¢i rozpadu dvousroubovice DNA na dvé
samostatna vldkna vlivem putisobeni riznych vnéjSich vliva, které vedou k rozruseni vodikovych
vazeb mezi komplementarnimi bazemi. [18]

Maly a velky Zlabek

Maly a velky zlabek jsou utvary, které vznikaji na povrchu Sroubovice, kde se pravidelné sttidaji (viz
obr. 5). Vznikaji zatoCenim sparovanych fetézcii do Sroubovice kolem osy, ktera vede stfedem
vodikovych vazeb mezi bazemi.

Pary bazi na téchto sparovanych fetézcich, jejichz glykosidické vazby nejsou vzdy tplné stejné, jsou
uspotadany asymetricky na cukr-fosfatovych kostrach fetézce DNA, coz ma za pfi¢inu riznou
hloubku Zlabku. Glykosidické vazby tak vzdy vychazi z obou dvou nukleovych bazi
komplementarniho paru na jednu stranu dvouSroubovice. V disledku toho jsou okraje part bazi ve
velkém Zlabku $irsi, neZ ty ve zlabku malém. Zlabky umoziuji interakce fetézce DNA s riznymi
molekulami. Kazdy zlabek je lemovan potencialnimi darci vodikovych vazeb a piijemci atomt, které
interaguji s DNA vazebnymi proteiny. [12][19]

Velky zlabek (GM) je 12 A siroky a 8,5 A hluboky. Interaguje s o helixy. Helix se orientuje podél osy
zlabku, postranni fetézce tvoii vodikové vazby s bazemi, eventualné kontakty s fosfatovymi
skupinami. [12] Uhel C(1') — osa helixu — C(1') vétsi nez 180°. [13]

Maly Zlabek (Gm) je 6 A §iroky a 7,5 A hluboky. Interaguje s p skladanymi listy. List lezi podél osy
7labku, tvoii vodikové vazby k dusikiim aminoskupin a k fosfatim. [12] Uhel C(1') — osa helixu —
C(1") mensi nez 180°. [13]

Nukleové kyseliny fadime je k tzv. heteropolymérim, nebot’ jsou sestaveny z rdznych typu
zakladnich jednotek. Tato skutenost je podstatna pro uchovavani a piedavani informace.[1]

Konformace DNA

Konformace je prostorové uspotadani biomakromolekuly do struktury, ktera je za danych podminek
energeticky nejvyhodnéjsi. Konformace jsou ovlivnény svym prostiedim, ve kterém se molekula
nachazi, tj. obsah vody a iontova sila prostiedi, ale také samotnou sekvenci nukleotidi. Nasledujici
obr. 6 zobrazuje nejznaméjsi konformace DNA, jejich prostorové uspoiadani a pohled na strukturu
shora.
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Obr. 6: Konformace DNA [33].

Jak jiz bylo zminéno vySe, zakladni DNA konformaci je B-forma, kterd za normalnich podminek
v bunikach prevazuje. Blizi se tradi¢énimu Watson-Crickovskému modelu dvousroubovice. [8]



Konformace deoxyrib6z je 2’- endo. To znamen4, Ze zatimco 4 atomy deoxyfuranézového kruhu jsou
v roving, C2’ uhlik vystupuje stejnym smérem jako C5’. DNA se v této formé vyskytuje ve vodnych
roztocich obsahujicich nizké koncentrace soli.

Dalsimi ¢astymi DNA konformacemi jsou A-forma a Z-forma. U A-formy, resp. A-DNA, je
deoxyribdza v konformaci 3’- endo. V jednom zavitu se vyskytuje 11 bazi, které sviraji s rovinou
dvousroubovice tihel 20°. Uvniti Sroubovice vznikd pomérné vyrazna axialni dutina. Vizualné se tato
forma od B-formy lisi tim, Ze je plossi a SirSi. V této formé se DNA vyskytuje, pokud je ¢asteéné
dehydratovana. [9][15] Z-forma, resp. Z-DNA, je na rozdil od ptedchozich dvou forem levotogiva.
Jeji deoxyrib6za mé konformaci C: C2'-endo, G: C2'-exo, a fetézce se nevinou plynule. Jeden zavit
obsahuje 12 part bazi. Z-DNA se vyskytuje v molekuldch DNA bohatych na pary nukleotida C:G.
[71[9] Tabulka 1 popisuje strukturélni rozdily mezi jednotlivymi formami.

Tabulka 1: Konformace DNA a jejich strukturalni vlastnosti [9][14][15].

Atribut A-DNA B-DNA Z-DNA
Tvar nejSirsi stiedni nejuzsi
Tociva tendence Sroubovice . . v

- pravotociva pravotociva levotociva
(chiralita)

- po kazdém paru | po kazdém péru po kazdych dvou
Opakovani (1bp) (1bp) pérech (2bp)
Glykosidové vazba anti anti stfidavé anti a syn
Uhel otogeni po kazdém opakovani 32,7° 36° -30°
Prufne{'nvy pocet parti na jedno 11 10,5 12
otoceni Sroubovice
Sklon péaru k ose +13° 0° -7°
Vzestup viici ose na jeden pdr 2,9A(0,29nm) | 3,36 A (0,336 nm) | 3,7 A (0,37 nm)
(vzdalenost vrstev)

_Vzestup ngt(_)cem s_roubov1ce (vyska | 24.6 A (2.46 332 A (3.32nm) | 45.6 A (4.56 nm)
jednoho zavitu helixu) nm)
Stfedni tihel toceni +18° +16° 0°

iz Uzky a velmi Siroky a celkem .
Velky Zlabek hluboky hluboky plochy

i velmi Siroky Uzky a celkem velmi Gzky a
Maly zlabek a melky hluboky hluboky
Konformace cukru C3’ - endo C2’ - endo CZ, -G,

C3’ - endo

Primér 23 A (2,3nm) 19 A (1,9 nm) 18 A (1,8 nm)

2.2  Sekundarni struktura DNA

Jedna se o dvousSroubovici (double helix), kde se vzajemnym obta¢enim komplementarnich fetézca
vytvari dvouSroubovicové vinuti, které miZe byt pravoto¢ivé nebo levotocivé. [29] Podminkou
popisované¢ho uspotadani DNA je opacna polarita fosfodiesterovych vazeb obou fetézci.
Polynukleotidové fetézce DNA jsou antiparalelni. [1][6]




V zavislosti na okolnich podminkich mtiZe sekundarni struktura prechazet v primarni. Tomuto jevu
se Tika denaturace a dochazi ptfi ném k naruseni vodikovych vazeb mezi obéma komplementarnimi
fetézci a k jejich vzadjemnému rozpojeni. [29]

Palindrom

Palindrom je cast nukleotidového fetézce DNA nebo RNA. Jedna se o centralné symetrickou
sekvenci nukleotid. Sekvence nukleotidli se nazyva palindrom, pokud plati, Ze dand sekvence ve
sméru 5’3’ je komplementarni se sekvenci nukleotidii ve sméru 3’5°. Palindromy tedy vznikaji jako
obracen¢ prilehlé repetice, coz znamena, Ze spolu bezprostfedné sousedi. Vyskyt obracenych repetic
vede k tvorb¢ vlasenek a kiizovych struktur.

Pokud se obracené repetice nachazeji pouze na jednom vlakné, jedna se o vlasenku, coz je typické pro
molekuly RNA. Jestlize se vyskytuji na obou vlidknech zaroven, jedna se o kiizovou strukturu.
Takova struktura je typicka pro molekuly DNA. Casty vyskyt palindromi je v bilkovinach.

Vlédsenka je struktura, ktera mize vznikat v ramci jednoho fetézce DNA, avSak mnohem castéji
v ramci fetézce RNA, v mistech, kde se vyskytuji obracené repetice. Je to dvousroubovicova struktura
vznikla parovanim komplementarnich nukleotidovych sekvenci na témze DNA fetézci. RozliSujeme
vlasenku se smyckou nebo jen samotnou vlasenku (viz obr. 7). V piipadé vlasenky se smyckou se
mezi t€mito dvéma oblasti nachazi nesparovana sekvence nukleotidi tvotici smyc¢ku. [9]

g..-c-..
Al—/IT
AT T|—{A
iR el ¢
Tl—|A N E
Al—IT A T
—— [ATCTA TCCAG TAGAT —— — ATCTAITAGAT ——

Obr. 7: Vlasenka se smyckou (vlevo), vlasenka bez smy¢ky (vpravo)

Mrw

Kiizové struktury vznikaji na dsDNA a jsou opét tvofené palindromatickymi sekvencemi. Ty
vznikaji sparovanim obracenych repetici na obou komplementarnich fetézcich dsDNA. Kfizova
struktura mtize byt opét dvojiho druhu, se smy¢kou nebo bez smycky (viz obr. 8). [9]

cfc -l-o-lIg

I, A B

Al—T AT

T|I—4A T|—]A

cl—6 cl—la

T2 _ _ ) T2 .

I __ATCTATTCCAG(TAGAT.— —_ TCTATAGA __
= (7 (TAGAT/AGGTC/ATCTA — AGATATCT —
AT al—I1t
i 1= 6|—c
1 a Al—|IT
e T|—]A
AT S
By g

M 7w

Obr. 8: K¥iZova struktura se smy¢kou (vlevo), bez smycky (vpravo)
Palindromy plni rizné biologické funkce a jsou tak tedy ve stfedu z4jmu biologii. V dnesni dob¢ je
zndmo pouze nékolik biologickych vyznami kiizové DNA, avsak komplementérni palindromy

Vv linearnim uspotadani hraji dilezitou roli jako vazebna mista pro dimetrické proteiny. Kiizova DNA
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je spojovand s misty, ve kterych DNA za¢ina kopirovani sebe sama. K vytvofeni triplexoveé struktury
DNA (viz podkapitola triplex (H-DNA)) je zapotiebi tii vlaken nukleovych bazi. Frank-Kamenetskii
a jeho spolupracovnici dokazali, Ze DNA musi, mimo jinych podminek, obsahovat také
komplementarni palindrom, aby mohlo dojit k vytvoteni triplexové struktury. LidskA DNA ma
potencial k vytvoreni takovych struktur. Tyto oblasti jsou ¢asto spojované s regulacnimi oblastmi
gent, kde triplex mozna muize slouzit jako ukonéovaci znac¢ka pii kopirovani DNA. [2]

Triplex (H-DNA)

Triplex (trojita Sroubovice) je druh Sroubovice, v nizZ jsou zakladni baze sparované pomoci Watson-
Crickovych vodikovych mustki a tfetiho vlakna, které vytvaii Hoogsteenovy vodikové mustky
s kazdym parem Sroubovice.

Podle pivodu vzniku a orientace tfettho vldkna a podle pivodu vzniku samotného triplexu
rozliSujeme triplexy nasledovné:

e Podle ptivodu vzniku triplexu: [9]
= Intramolekularni. Takové triplexy vznikaji v ramci jedné molekuly DNA.

= Intermolekularni. Triplexy vznikaji spojenim dvou molekul DNA. Jeden Usek DNA
tvoti Sroubovici a tfeti komplementarni vlakno je tvofeno z rozpojené Sroubovice
druhého Useku DNA.

e Podle ptivodu vzniku tietiho vlakna: [3]
»  Meziretézcové (z angl. Interstrand) triplexy.

= Vnitroretézcové (z angl. Intrastrand) triplexy.
e Podle orientace tfetiho vlakna vzhledem k prostiednimu: [3]

= Paralelni triplexy.
= Antiparalelni triplexy.
Tteti vlakno se vyskytuje ve velkém zlabku dvousroubovice.

Triplex je tvofen vrstvami zvané triplety. Triplet je tvofen bud’ dvéma nukleotidy purinu a jednim
nukleotidem pyrimidinu (PyPuPu) nebo dvéma nukleotidy pyrimidinu a jednim nukleotidem purinu
(PyPuPy). Purin dokaze vytvofit dva vodikové mustky se tietim vldknem, zatimco pyrimidin muze
tvotit pouze jeden. [9][10]

Nukleotidy ve tfetim vlakné dale nemohou byt libovolné, Adenin mize vytvaiet Hoogsteenovy vazby
predevsim s Thyminem nebo Adeninem, zatimco Guanin s Cytosinem nebo Guaninem.

Pro triplet PyPuPy existuji klasické trojice C:G.C a T:A.T, a pro triplet PyPuPu trojice C:G.G
a T:A.A. Triplety typu PyPuPy jsou zavislé na pH, zatimco triplety typu PyPuPu nikoliv. [9]

Podobné jako u dvousroubovice, mizeme i zde strukturu trojité Sroubovice popsat podobnymi
parametry. U trojité struktury je navic nutné specifikovat vzajemnou polohu tfi vldken. Sledujeme
tedy prumér tripletu r [A] a uhel svirajici Watson — Crickovy a Hoogsteenovy vazby mezi sebou.
Tento hel zna¢im symbolem o. Hodnoty téchto parametri zavisi na typu tripletu. V jednotlivych
vrstvach se vSak mohou lisit a z toho divodu neni mozné ur¢it hodnotu kazdého parametru pro cely
triplex.

Hodnoty uhlti mezi vazbami a pramér triplexu v zavislosti na typu tripletu uvadi tabulka 2. Triplet je
zapsan ve tvaru HWC:WC.[3]
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Tabulka 2: Parametry triplexové struktury. Pi¥evzato a upraveno z [3].

Antiparalelni tieti viakno

AAT AG.C CAT G.G:.C TAT T.C.:G
o [°] 76,5364 125,6857 72,0865 94,1352 72,2028 93,8591
r [2\] 7,4096 11,9128 72,0865 94,1352 72,2028 93,8591
Paralelni tieti vlakno
C.G.C G.G:.C G.T:A TAT T.C.G T.G.C
o [°] 108,8662 74,8281 125,5032 103,7168 70,4748 77,8939
r[A] 8,8971 7,1615 12,2812 7,8968 6,4697 6,6302

Obr. 10 znazoriiuje intramolekularni triplex. V ¢asti A je patrno, ze Sed€ znazornéné tieti vlakno se
zdrzuje ve velkém zlabku dvousroubovice. Cast B reprezentuje &tyii mozné formy intramolekularniho
triplexu.

.,. .........
oI

3

Obr. 9: Intramolekularni triplex, prevzato z [20]

2.3  Genetické mutace

V této podkapitole Cerpam ze zdroje [28]. Genetickymi mutacemi rozumime zmény
v genotypu organismu. Velka vétSina mutaci vznika nahodnymi mechanizmy, zatimco cilena
mutageneze se pouziva témeét vyhradné€ pro védecké ucely.

Typy mutaci mizeme klasifikovat podle nasledujicich kritérii:

e Okolnosti, za jakych do$lo k mutaci. Sem fadime mutace spontanni a indukované;

e Urovef, na které je genetickd informace ovlivnéna. Takové mutace mohou byt genomové,
genové nebo chromozomoveé;

e Evoluéni pohled. Mutace z daného pohledu muize byt vyhodn4, neutrdIni nebo nevyhodna;

e 7 pohledu typu postizenych bunck u vyssiho organizmu. Do této kategorie fadime mutace
somatické a gametické.
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Dale se jiz zaméfim pouze na dva typy mutaci, inzerci a deleci, které jsou také piedmétem
zobrazovéani v mé praci.

Inzerce (adice)

Inzerce je piipad, kdy dochazi k zatazeni jednoho ¢i vice nadbyte¢nych nukleotidd do pavodni
sekvence. Pokud je zafazen pocet nukleotidd, jehoz pocet neni nasobkem ¢isla tii, dochazi k posunu
¢teciho ramce, tzv. frameshift mutation. Stimto souvisi i problém pfedéasného ukonceni
proteosyntézy, tj. procesu tvorby bilkovin, z divodu vzniku termina¢niho, neboli ukoncujiciho,
kodonu.

Delece

Delece je opaénym piipadem inzerce. Jedna se tedy o piipad, kdy dojde ke ztrat€ jednoho nebo vice
nukleotidl z ptivodniho fetézce. Delece rovnéz miize zptisobit posun ¢teciho ramce.

Priklad 2: Inzerce a delece.
Méjme sekvenci nukleotidi AAAGGGCCCTTT.

Piiklad inzerce v dané sekvenci mize byt nasledujici sekvence AAAGGTTGCCCTTT, kdy doslo
k vlozeni dvou nukleotidi Thyminu mezi nukleotidy Guaninu. Ptiklad delece ve stejném vzorovém
vlakné mize byt nasledujici sekvence AAAG-GCCCTTT, kde doslo ke ztraté nukleotidu Guaninu
(znazornéno pomoci pomlcky).

Genetické mutace maji velky vyznam z hlediska klinické genetiky. Pravé mutace jsou pfi¢inou
genetickych chorob, vyvojovych vad nebo nadorového bujeni. K pfevazné vétsiné mutaci dochazi
v nekddujicich oblastech, tj. oblastech nekddujici proteiny. Ani to vSak neznamena, Zze nemohou mit

N
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3 Nastroje pro zobrazovani
sekundarnich struktur DNA

Zobrazovani sekvenci DNA je dilezitym nastrojem pii riznych bioinformatickych analyzach,
porovnavani genovych dat apod.

V dostupné literatufe resp. v bioinformatické praxi se pouziva cela fada zobrazovacich metod, které
jsou zaméfeny na zobrazeni (a) sekvenci primarnich struktur DNA, (b) sekundérnich struktur DNA
a (c) tercialnich struktur DNA.

Pro zobrazeni sekvenci primarnich struktur DNA se vyuZivaji zobrazovaci techniky sriznym
rozmérem zobrazované informace oznacované jako 2D, 3D a 4D (dokonce i 6D) reprezentace [24].
Mezi nejpouzivanéjsi metody patii:

e 2D metoda (puvodni [25]) zobrazuje jednotlivé nukleotidy AG T C do &tyi ortogonalnich
smért. Tento pfistup je charakteristicky i pro dal§i zmifiované metody zobrazeni primarnich
struktur s tim, ze je pochopitelné modifikovan. Nevyhodou této pivodni 2D metody je ztrata
vizualni informace pfi piekiizeni nebo prekryti kiivky;

e 2D IFS (iterovany funk¢ni systém) [26];
e 2D DV (dual vector) [27];
e 3D PN kiivka (PN — pary nukleotidi) [24];

Naésledujici obr. 11 znazorfiuje zpusob tvorby DV kiivky a jednoduchy piiklad. Z obr. 12, ktery
znazoriiuje realnou reprezentaci DNA sekvence u clovéka a opossuma, je patrno, Ze jejich DNA
sekvence se vyrazng lisi [27].

cl

Obr. 10: (a) Nukleotidova reprezentace DV kiivkou, (b) sekvence ATCG zobrazena pomoci DV
kFivky [27]
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Obr. 11: DV kiivka kompletni genové sekvence (a) ¢lovéka, (b) opossum [27]

Zobrazeni sekundarnich struktur DNA piimo souvisi s tématem této bakalaiské prace. Samotné
vizualizaci sekundarni struktury DNA piedchazi jeji modelovani. Piedpokladd se, Ze aktualni
konformace molekuly DNA je, vdanych podminkach, energeticky nejvyhodnéjsi. Metody
modelovani sekundarnich struktur DNA tak vyuZivaji rizné algoritmy pro urceni jeji minimalni volné
energie.

Pro samotné zobrazeni sekundarnich struktur DNA se vyuziva (a) 2D a (b) 3D grafické prezentace.

2D graficka prezentace (napi. viz obr. 8) je, v podstaté, symbolické znazornéni vlaken nukleotida
a jejich vzajemnych vazeb. Tato prezentace umoziuje velice ndzorné zobrazeni modelované
konformace DNA vcetné veskerych vad, nicméné€, neposkytuje prakticky zadné informace o jeji
prostorové topologické konfiguraci.

3D grafické zobrazeni sekundarnich struktur DNA je idealizovany prostorovy obraz jednotlivych
vlaken DNA, nukleotidil a vazeb mezi nimi, mnohdy i na atomarni tirovni.

3.1 Balik Triplex pro R/Bioconductor

Balik Triplex [21] je vyvinut pro prostfedi R/Bioconductor [23], kde je v soucasnosti jedinym
nastrojem, ktery je schopen vyhledavat a zobrazovat triplexové struktury DNA v 1D, 2D i 3D. 1D
zobrazeni je pouze textové, zobrazujici vypis ndzvi vladken a knim pfifazenou odpovidajici
nukleotidovou reprezentaci. 2D i 3D zobrazeni je jiz grafické. Balik pouZiva algoritmus [3], ktery
uvazuje intramolekularni triplexy a rozliSuje u nich osm typt na zakladé orientace tfetiho vlakna
a pozice triplexu (viz obr. 12)
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Obr. 12: Typy triplexa [3]

3.2  Dalsi nastroje

Jednim z nejznaméjsich programt pro 2D vizualizaci sekundarnich struktur je program Mfold [11],
vytvoieny profesorem matematiky Michalem Zukerem. Program je volné Sifitelny a je dostupny
z [11]. Program MFold pouzivd Zukeriiv algoritmus pro nalezeni struktury s minimalni energii. Pfi
VYVO0ji Své prace jsem se nechala inspirovat, mimo jiné, takovym zobrazenim struktur, jaké vytvai
program Mfold (viz obr. 13).

5 10
N-.
-I[""‘G—A—G—A—C—G—G—A—/L—G—G—G—-G-A/ N\N
O I S N R I N I I [ [ A R 2 lll
A= C=T=C=T=G=(=C=T=T-C-C-C-C-T
\ N—-'(
3 30 20

Obr. 13: DNA struktura vygenerovana programem Mfold [11]

Rozsifenim tohoto programu se stal program UNAfold (Unified Nucleic Acid Folding and
hybridization package), vytvoteny spolupracovnikem profesora Zukera a pocitacovym védcem
Nickem Markhamem. UNAfold vyuZivd knihovny OpenGL pro 3D vizualizaci struktur. Oba
programy jsou zalozeny na minimalizaci energie molekuly. Pfislusny algoritmus obsahuje pravidla
pro vypocet celkové energie a hleda se vzdy struktura, ktera ma nejnizsi energii. [11]

Nussinov diagram (viz obr. 14) zobrazuje sekundarni struktury pomoci kruznice. Na této kruznici leZi
o¢islovana posloupnost bazi vlaken. Béze, které jsou mezi sebou spojeny Watson-Crickovymi nebo
Hoogsteenovymi vazbami, jsou v kruznici propojeny ¢arou. Nussinov diagram tedy slouzi k jasné
identifikaci sekundarni struktury RNA. [31]
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Obr. 14: Nussinov diagram [34]
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4 Kritika soucasného stavu a definice
cilu prace

4.1 Kritika soué¢asného stavu v resené oblasti

Na pocatku feSeni jsem obdrzela aktudlni verze softwarovych balickd pro prostiedi R/Bioconductor
[23], které jsou uréeny pro vyhledavani a analyzy palindromti a intramolekularnich triplexi
v sekvencich DNA. Konkrétn¢ se jednalo o balicky palindrome (verze 0.99.0) a triplex (verze 1.2.1).
Poté, co jsem se zevrubné seznamila s implementovanou funkcénosti obou bali¢kli, jsem na zakladé
dil¢ich testti mohla konstatovat nasledujici zavéry dulezité pro stanoveni cild prace a postupu feseni:

e Dbalicek palindrome v soucasné verzi nema implementovanou podporu pro vizualizaci
zkoumanych struktur DNA;

e balicek triplex v dodané verzi poskytuje 2D a 3D zobrazovaci metody struktur triplexd, které
jsou zahrnuty ve funkcich triplex.diagram (2D) a triplex.3D. Tento program je v sou¢asnosti
jedinym, ktery zobrazuje triplexové struktury v prostiedi R/Bioconductor. Provedla jsem
testy implementovanych zobrazovacich metod a naslednou prohlidku odpovidajiciho skriptu
Vv jazyce R a konstatovala jsem Ze:

- funkce triplex.diagram bohuzel nezobrazuje korektné slozit&jsi struktury triplext
s cetnym vyskytem inzerci/deleci ve vlaknech a naprosto selhava pii zobrazeni n¢kterych
typi triplexi;

- skript funkce triplex.diagram je koncipovan zjevné neefektivné, je nepiehledny
a nekomentovany;

- funkce triplex.3D vykazuje podobné nedostatky, jako funkce triplex.diagram.

4.2  Cile préace

Na zakladé zhodnoceni stavu v feSené oblasti (viz piedchozi bod) jsem mohla formulovat cile této
prace podle Zadani.

Hlavnim cilem prace je navrhnout obecné algoritmy pro 2D vizualizaci vybranych sekundarnich
struktur DNA, palindromti a triplexti, implementovat tyto algoritmy v prostfedi R/Bioconductor
a overit funkénost algoritmill na redlnych sekvencich DNA.

Dil¢i, postupné cile prace pak jsou:

e studium sekundarnich struktur DNA s diirazem na zajmové struktury;

e piehled piistupti k vizualizaci struktur DNA;

e studium prostiedi R/Bioconductor s diirazem na jeho moznosti vizualizace 2D struktur DNA;

e navrh obecného algoritmu pro sestaveni 2D vizualizace zajmovych struktur DNA
a modelovani jejich charakteristickych entit;

e implementace navrzenych algoritmi v prostfedi R/Bioconductor, tj. vytvofeni funkci
triplex.diagam pro bali¢ek triplex a palindrome.diagram pro bali¢ek palindrome;

e ovéfeni implementovanych algoritmti na realnych sekvencich DNA.

Hlavnim aplika¢nim piinosem prace je vytvoieni zdkladni zobrazovaci podpory balicka triplex a
palindrome.
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5 Navrh algoritmu pro vizualizaci
sekundarnich struktur DNA

5.1 Palindrom

Cilem algoritmu pro sestaveni 2D vizualizace palindromu je uréeni pozic jednotlivych nukleotidt
dané sekvence DNA v 2D diagramu s tim, Ze se musi zohlednit vSechny charakteristické entity dané
struktury. Uspofadana mnozina téchto pozic, svazana s dalSimi atributy popisu entit, je podkladem
pro vytvoieni grafické prezentace struktury.

. Inzerce v horni
Nukleotidy

casti vlakna
3 (C Horni &ast
Watson-Crickovy 2{ vldkna
vazby
5' G Q Smycka
HTTH"
Dolni cast
vlakna

Inzerce v dolni
casti vlakna

Obr. 15: Entity 2D diagramu palindromu. Modelovy diagram vygenerovany pomoci
zpracovaného programu uvazuje deformace tvaru vlaken.

Hlavni entity 2D diagramu palindromu, které ve svém algoritmu modeluji, jsou (viz obr. 12):

e VIakno DNA je tvofeno posloupnosti nukleotidi. V modelu pouzivdm termin horni a dolni ¢ast
vldkna. Palindrom je tvofen jednim vlaknem DNA, jehoz nukleotidy se v urcitych oblastech
spojily pomoci Watson-Crickovych vazeb a zformovaly tak ostatni charakteristické entity
palindromu;

e Smycka vznika ohnutim vlakna DNA pii formovani palindromu. Ve smyc¢ce se nachazi jeden
nebo vice nesparovanych nukleotidu;

19



e Inzerce jsou oblasti palindromu, kde nedoSlo ke sparovani nukleotidd z horni a dolni ¢asti vlakna
pomoci Watson-Crickovych vazeb. Cast vlikna, ktera tyto nadbyte¢né nukleotidy obsahuje,
zpusobuje napéti ve vlaknu palindromu a tim deformace jeho tvaru.

L

Obr. 16: Modelovy diagram palindromu, kde se neuvaZuji deformace vlakna vlivem inzerci.
Jedna se o stejnou strukturu, ktera je zobrazena na obr. 12.

Model smy¢ky

Princip modelovani smyc¢ky palindromu tak, jak jsem jej pro tcely této prace navrhla, je zobrazen na
obr. 14. Smycka samotna je tvofena kruhovym obloukem délky L, na kterém je rozmisténo
n nukleotidt v pravidelnych intervalech tak, Ze obloukova vzdalenost mezi nimi je rovna modelové
vzdalenosti nukleotida ve vlaknu DNA (dy), tj. L = (n — 1) d;. Velikost tétivy oblouku smy¢ky (T)
odpovida modelove vzdalenosti Watson-Crickovych vazeb mezi nukleotidy (d,), tj. T = d,.

Obr. 17: Popis modelu smy¢ky palindromu.
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Vyjadienim délky oblouku (L) a délky tétivy (T) jako funkce vrcholového thlu oblouku dostanu, po
trividlnich Upravéch, rovnici (1).

f(a): sin(a) —% a = 0; 1)

Vyfteseni rovnice (1), tj. ureni velikosti vrcholového tihlu oblouku smycky, je nezbytné pro vypocet
jeho ostatnich parametrii a nasledné také pozic nukleotidt, které na ném lezi. Rovnice (1) v§ak nema
exaktni feSeni a musi se feSit numericky. Pro tento i€el jsem implementovala iteracni algoritmus,
ktery vypoéitava vrcholovy tihel kruhového oblouku pii znamé délce oblouku (L) a délce tétivy (T),
zalozeny na Newtonov¢ itera¢ni metodé (metod¢ tecen) [25]. Podle rekurentni rovnice (2) se provadi
opravy argumentu v rekurzivné volané funkci tak dlouho, dokud neni dosazeno pozadované ptesnosti.

~ f(a,)_Ta—ZLsin(%).
Ap+1 = A _f’(a) = T— L cos (Z) ’ (2)

2

Konvergence metody je sice citliva na zvolenou hodnotu pocatec¢ni hodnoty, nicmén¢ v tomto ptipadé
konverguje velice rychle a spolehlivé pifi zvolené pocatecni hodnoté ay = 6. Pro vypocet, kdy
vysledna hodnota spliiuje podminku f (@) < 107'2, postaduje maximalné 6 iteraci pro Siroky rozsah
poctu nukleotidii ve smycce palindromu.

Déle jiz mohu urcit zbytek parametri nutnych pro sestaveni 2D diagramu smycky palindromu, tj.
polomér (R) a soufadnice stiedu kruhového oblouku (Xs, Ys).

e T 4
2 sin (%) 2 sin (%), ®)
a
Xg = Xg — dxs = X, — R cos (E) Vs = Yo (4)

Soutadnice n nukleotid, umisténych na smycce palindromu pak ur¢im pomoci parametrickych
rovnic kruhového oblouku.

X;i = xs + R cos(m + B + ida); ie(1,n) (5)

yi =ys+ R sin(mr+ p +ida); ie(1,n) (6)

Kde thly g = sin™?! (%) ada = ﬁ a kde n je pocet nukleotidi ve smy¢ce palindromu.

! Testovany byly poéty nukleotidii ve smyéce od fadu jednotek az do tadu stovek.
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Uvedena konstrukce smycky palindromu plati pro piipad, kdy neni uvazovana deformace vlaken
palindromu ucinkem inzerci. Pokud je deformace vlaken uvazovéna, je nutné na zavér konstrukce
diagramu palindromu smycku transformovat (posunout a rotovat) tak, aby kotevni bod smycky
A(Xo, Yo) lezel na stfedu spojnice koncovych nukleotidi horniho a dolniho vlakna a osa oblouku byla
shodna s thlem osy vl&ken v oblasti, kde je smycka napojena.

Model inzerce ve vlaknu palindromu

Inzerce ve vlaknu palindromu vznika, jsou-li ve vlaknu DNA zafazeny nadbyte¢né nukleotidy, které
nejsou sparovany s nukleotidy proté&jsi ¢asti vlakna. Ve skute¢ném vlaknu tak vznika napéti, které jej
deformuje, tj. méni dal$i smér vldkna v prostoru. Tyto jevy lze pfi 2D vizualizaci sekundarnich
struktur DNA zohlednit jen symbolicky. Vérnéjsi modelovani téchto jevi je mozné pouze v ptipadech
3D modelt sekundarnich struktur DNA.

Model inzerce deformujici tvar vldkna

V algoritmu konstrukce 2D diagramu palindromu jsem navrhla model symbolického znazornéni
deformaci vldkna vlivem inzerci, které umoznuje ndzorné vizualni ocenéni poctu inzerci ve vlaknu
ajejich vlivu na prostorové usporadani palindromu. Modelové uspofadani pifipadu inzerce, kde se
uvazuje deformace vlaken je uvedeno na obr. 15. Zména sméru vlakna v inzerci je odvozena od
prodlouzeni vzdalenosti mezi hrani¢nimi body inzerce, které jsou pevné vazany Watson-Crickovymi
vazbami, Vv jedné z ¢asti vlakna palindromu (horni nebo dolni). Z hlediska mého modelu jde tedy
0 problém pouze geometricky a uhel natoceni vlakna vzdy odpovida inzerci s jednim nadbyte¢nym
nukleotidem (viz napf. inzerce v hornim vladknu na obr. 12). Pro pfipady, kdy je v inzerci vice
nukleotidt, vytvaiim dalsi oblouk nad prodlouZenou ¢&asti vlakna, na kterém jsou tyto nukleotidy
umistény (viz napf. inzerce v dolnim vldknu na obr. 12).

Hrani¢ni body inzerce (viz obr. 15) tvofi lichobé&Znik Pg Py L; Lo, ktery urCuje parametry rotace
vlakna. Uhel rotace vlakna a; lze uréit napt. z pravouhlého trojihelniku S; A P,

a, =2 =2sin? <2d—;2> (7

Soufadnice stfedu rotace koncovych bodii inzerce se pak urci podle rovnic (8) a (9), kde se
zohlednuje aktualni thel natoéeni vlaken () a vlakno, kde inzerce vznika.

Xs1 = Xg i 2 d2 Sln(_ﬁ) (8)

Ys1 = Yo £ 2d, cos(—9) 9)

Soutadnice koncovych bodu inzerce P; L; se uréi rotaci poc¢ateénich bodi inzerce Py Lo (Viz rovnice
(10) a (11)) kolem bodu S; o tUhel ;.

x; = xg1 + (xg — x51) cos(ay) — (¥o — ¥s1) sin(ay) (10)

Y1 = Ys1 + (xo — x51) sin(ay) + (yo — ys1) cos(ay) (11)
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Obr. 18: Model inzerce ve vlaknu palindromu. Varianta, kdy inzerce deformuji tvar vlaken.

Pokud je v inzerci pouze jeden nadbyte¢ny nukleotid, jsou jeho soufadnice ureny obdobnou rotaci,
avsak pouze o Uhel .

Pokud je vinzerci vice nukleotid, budou umistény na kruhovém oblouku, ktery kompenzuje
prodlouzeni vlakna, ve kterém se inzerce nachazi. Délka tohoto oblouku je L = (n + 1) d4, kde n je
pocet nukleotidi v inzerci a d; je modelova vzdalenost nukleotidi ve vlaknu. Délka tétivy oblouku je
T = 2 d,, kde d, je modelova vzdalenost mezi nukleotidy ve Watson-Crickové vazbé.

Urceni dal$ich parametri (vrcholovy uhel a,, soufadnice stfedu S, a polomér R;) oblouku znamé
délky a tétivy prechazi na stejnou ulohu, ktera je jiz feSena v piredchozim bod¢ (model oblouku

smycky, str. 20), a fesi se tak opét numericky, pomoci Newtonovy iteracni metody podle rovnic (1)
a(2).

Pii sestaveni oblouku inzerce, tj. pii vypo¢tu soufadnic jednotlivych nukleotidt inzerce, postupuji tak,
ze nejdiive sestavim oblouk v pravothlé soufadné soustave, tzn., neuvazuji zde uhel natoceni vlakna
inzerce. Parametry oblouku uré¢im podle (12) a (13).

dq
R, = 7 (12)
)
o
Xs2 =Xog+dy;  Ys2 =Yo+ R, cos (72), (13)
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Poté uréim pozice nukleotidi na oblouku inzerce rotaci bodu Py resp. Lo podle toho, na které &asti
vlakna palindromu se inzerce nachazi, kolem stfedu rotace S, podle rovnic (14) a (15).

x; = x5z + (xg — xg52) cos(iday) — (Yo — ¥s2) sin(iday); ie(1,n) (14)
Vi = Ys2 + (X — x52) sin(i day) + (o — ¥s2) cos(iday); ie(1,n) (15)
Kde thel da, = ﬁ a n je pocet nukleotidl v inzerci.
Déle aplikuji na vSechny nukleotidy inzerce dalSi rotaci (16) a (17), tentokrat kolem bodu Pg resp. L,

0 Uhel ¥ + B podle toho, na které ¢asti vlakna palindromu se inzerce nachazi. Tim je oblouk (resp.
pozice nukleotidi na ném) spravné transformovan do inzerce ptislusné ¢asti vlakna.

x; = xo + (x; = x9) cos(@ £ B) — (y; = ¥o) sin(d + B); ie(1,n) (16)

Vi = Yo + (x; — x¢) sin(® £ ) + (y; — yo) cos(@ £ f); ie(1,n) (17)

Zbytek vlaken (resp. nukleotidl) za inzerci je rotovan do nového sméru kolem piislusnych koncovych
bodu rotace, tj. horni vlakno kolem bodu P; a dolni vldkno kolem bodu L;, 0 Uhel +a; (viz rovnice
(18) a (19) pro piipad horni ¢asti vlakna, dolni ¢ast vlakna se fesi obdobné, viz (20) a (21)). Soucasné
je upraven novy smér vldkenna 9’ =9 + «a;.

x'p; = xp1 + (xp; — xp1) cos(—ay) — Ypi — ¥p1) sin(—ay); (18)
Y'pi = Yp1 + (xp; — xp1) sin(—ay) + (yp; — yp1) cos(—ay); (19)
X' = xpq + (e — xq) cos(ay) — g — yi1) sin(ay); (20)
Y'ii =y + (e — xp1) sin(ay) + i — y11) cos(ay); (21)

Model inzerce nedeformujici tvar vldkna

Ve varianté modelu, kdy se nepoZaduje modelovani deformaci vlaken inzercemi (viz napf. diagram
na obr. 13), je pouzity model mnohem jednodussi, jak je zfejmé jiz z jeho naértu, ktery je uveden na
obr. 15. Délka vlakna s ptebyte¢nymi nukleotidy je zde kompenzovana vytvotrenim kruhové smycky
nad modelovym vldknem. Jednotlivé nukleotidy inzerce, spole¢né s hrani¢nimi nukleotidy inzerce
(body Ho a Hy na obr. 4), zde tvoii pravidelny (n+2)-0helnik, kde n je pocet nukleotidi v inzerci.
Délka strany tohoto pravidelného mnohouhelniku se rovna modelové vzdalenosti nukleotidi ve
vlakné DNA (d;). Smy¢ku inzerce pak tvoii kruhovy oblouk kruZnice opsané tohoto mnohotihelniku,
nebo jednotlivé strany pravidelného mnohouhelniku (v zavislosti na grafické prezentaci modelu).
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Obr. 19: Model inzerce palindromu resp. triplexu. Varianta, kdy neni modelovana deformace
tvaru vldken.

Parametry oblouku smy¢ky inzerce, tj. vrcholovy uhel o segmentu, polomér kruhového oblouku R
a soutadnice jeho stfedu, lze v tomto pfipad€ urCit pomoci nasledujicich jednoduchych vztahti (22),
(23), (24) a (25).

2n
— . 22
T nt2 (22)
d
R=——r0r; (23)
ZSin(j)
Xgo + X
XSZ(HOZ Hl); (24)

d 2
Ys = Yho + ’RZ - (71) ; (25)

Pozice jednotlivych nukleotidi v oblasti inzerce se pak ur¢i pomoci rotace soufadnic pozice
hrani¢niho nukleotidu inzerce Hp kolem stfedu kruhového oblouku S podle vztahti (26) a (27).

x; = xs + (xpo — x5) cos(i @) — (Yuo — ¥s) sin(i @); ie(1,n) (26)
Vi = Ys + (xuo — x5) sin(i @) + (Yuo — ys) cos(i a); ie(1,n) (27)
Kde n je pocet nukleotidi v inzerci.
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5.2  Triplex

Hlavnim cilem algoritmu pro sestaveni 2D vizualizace triplexu je uréeni pozic jednotlivych
nukleotidi dané sekvence DNA v 2D diagramu s tim, Ze se zohledni vSechny charakteristické entity
dané struktury. Uspofadana mnozina téchto pozic, svazana s dalSimi atributy popisu jednotlivych
charakteristickych entit, je podkladem pro nasledné vytvoteni grafické prezentace struktury.

Inzerce
Smy¢ka
G Delece J
—3@® OO L of &
— 3 (A "ﬁ“‘“ *’? ©; 5 (C)
5' (T g %; Cc—C) PC
/L Vlakno MINUS -

L Watson-Crickovy vazby

Vlakno PLUS

Hoogsteenovy vazby

Treti vlakno
(v tomto pripadé PARAMINUS)

Obr. 20: Entity 2D diagramu triplexu. (Modelovy diagram vygenerovany pomoci
zpracovaného programu)

Hlavni entity 2D diagramu triplexu, které ve svém algoritmu modeluji, jsou (viz obr. 17):

VIdkna DNA. VIakna jsou tvoiena posloupnosti nukleotidi. Konfigurace vldken triplexu zavisi
na podminkach pii jeho utvateni a vznika tak nékolik zakladnich typu triplexu (viz bod 3.1).
Uvazované triplexy jsou tvofeny dvéma vlakny DNA, které jsou (z Casti) spojeny Watson-
Crickovymi vazbami a z nichz jedno tvofi smyc¢ku a jeho ¢ast se spojuje s jednim z vlaken
pomoci Hoogsteenovych vazeb;

Smyc¢ka vznika ohnutim jednoho z vldken DNA pii formovani triplexu, kdy se ¢ast ohnutého
vlakna (tzv. tfeti vlakno) paruje s jednim z vlaken triplexu pomoci Hoogsteenovych vazeb. Ve
smycce se nachazi jeden nebo vice nesparovanych nukleotidi;

Inzerce jsou oblasti ve vlaknu triplexu, kde nedoSlo ke sparovani nukleotidd. Inzerce se
kompenzuji ve tfetim vlaknu, tj. v oblasti Hoogsteenovych vazeb. Na rozdil od palindromu
(viz 5.1) se neuvazuji jiné deformace struktury triplexu vlivem inzerci ve tfetim vlakné, nez je
samotnd kompenzace délky vlakna s neparovanymi nukleotidy vytvoifenim oblouku nad vlaknem.
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e Delece jsou oblasti ve vldknu triplexu, kde chybi nukleotid resp. nukleotidy pro vytvoteni vazby
s odpovidajicim vlaknem. Podobn¢ jako inzerce, se delece kompenzuji v tietim vlakné
a nedeformuji strukturu triplexu.

Model smycky

Matematicky popis a feSeni modelu smycky triplexu je zcela shodny s tim, ktery jsem vytvotila pro
ptipad palindromu (viz bod Model smy¢ky, rovnice (1) az (6)) stim, Ze podle typu modelovaného
triplexu je nutné upravit délku tétivy oblouku. Ta miize byt, v zavislosti na typu triplexu, bud’ T = d,,
neboT = 2 d,.

Model inzerce vlakna triplexu

Vzhledem k tomu, Ze neni potfeba modelovat deformace vlaken, vyuZivam zde model inzerce, ktery
jsem vytvofila pro model palindromu v ptipadé, kdy se neuvazuji deformace vlaken, viz str. 24
a odpovidajici rovnice (22) az (27).
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6 Implementace algoritmu v prostredi
R/Bioconductor

6.1 Jazyk R a Bioconductor

R [22][24] je programovaci jazyk a vyvojové prostiedi uréené zejména pro statistickou analyzu dat
ajejich grafické zobrazeni. Jednéd se o dialekt jazyka S [22], ktery puvodné vznikl v Bellovych
laboratotich. Jazyk kromé Siroké Skaly statistickych technik, jako linearni a nelinedrni modely nebo
analyzu Casovych fad, poskytuje rovnéz velmi kvalitni a komplexni podporu pro grafické vystupy,
rozhrani pro jiné jazyky resp. systémy a moznosti ladéni.

Velkou vyhodou jazyka R takeé je, Ze se jedna o projekt pod GNU GPL licenci [22][24], a je tak volné
Sifitelny. Na jeho vyuzivani se tak orientuje cela fada vyzkumnych tymt z mnoha oblasti védy a lze
tak pfedpokladat, Ze funkce systému odpovidaji aktudlnimu stavu poznani v mnoha oblastech védy.
Jazyk R je skriptovaci a objektové orientovany interpret, jehoz pouziti je pro béznou védeckou
komunitu vice akceptovatelné a efektivngjsi, neZ pouziti programovaci jazykl na niz§i trovni S nizsi
mirou abstrakce a uzivatelské piivétivosti.

Systém R je jednoduse rozsititelny pomoci softwarovych knihoven, tzv. R — balic¢ku [24], které jsou
dostupné online prosttednictvim serveru CRAN?, jehoZ zrcadlové servery jsou dostupné na celém
svété (aktualng 96 serveru ve 45 zemich).

Silnou strankou systému R jsou grafické vystupy, coz ziejmé souvisi také sjeho puvodnim
zaméfenim. K dispozici je zde cela tada grafickych nastroji. VétSina je zaméfena na tvorbu
nejriznéjSich grafii, map ¢i riznych diagramt, nicméné, je zde i silnd podpora tvorby grafickych
primitiv ve 2D i 3D soufadném systému.

Bioconductor

Rozvoj bioinformatickych analyz a modelovani si vyZadal vyvoj odpovidajicich softwarovych
prostiedki. Pfiblizné v roce 2002 [24] byl zahajen projekt Bioconductor, v ramci kterého se zacdaly
vyvijet softwarové knihovny umoznujici analyzy a modelovani genomickych dat pro systém R. Na
vyvoji se podili mezinarodni tym sloZeny z odborniki ptednich svétovych universit a softwarovych
firem. Bioconductor tedy piedstavuje voln¢ $ifitelny néstroj, ktery je uréen ke zpracovani dat z oblasti
matematické biologie a bioinformatiky. Distribuovan je stejnym zptuisobem, jako ostatni softwarové

balicky systému R, pomoci sité CRAN.

6.2 Implementace algoritmu

VysSe uvedené algoritmy (viz body 5.1 a 5.2) pro zobrazovani struktur palindromd a triplexti ve formé
2D diagramu, jsem implementovala pomoci skriptovaciho jazyku R jako moduly softwarovych

VVVVV

a vizualizace vybranych sekundarnich struktur DNA, tj. palindromtl a intramolekularnich triplexi.

2 CRAN - Comprehensive R Archive Network.
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Zdrojové soubory modult palindrome.diagram.R resp. triplex.diagram.R a utils.R jsou soudasti
programovych balickt triplex resp. palindrome. Funkénost 2D vizualizace je dostupna vzdy
prostiednictvim jedné hlavni funkce, a to triplex.diagram resp. palindrome.diagram, které jsou
exportovany jako vefejné pro uzivatele bali¢ku triplex resp. palindrome v systému R/Bioconductor
(viz Pfiloha A, soubory triplex.diagram.help.txt a palindrome.diagram.help.txt).

2D diagram palindromu

ZjednoduSeny vyvojovy diagram sestaveni 2D vizualizace palindromu je uveden na obr. 18.
Vytvofeny modul pro 2D vizualizaci palindromu je funkéné integrovan se zbytkem balicku
prostiednictvim sdileni dat popisujicich nalezené sekundarni struktury DNA, které maji byt
zobrazeny. V tomto piipadé jde nukleotidovou reprezentaci dolniho a horniho vlékna palindromu
a jeho smycky. Tyto vstupni informace algoritmu jsou ¢erpany z modulu palindrome.alignment.R.

Kuchovani téchto vstupnich dat, a pro dalsi praci s nimi, slouZi tfida CSequence, kterou jsem
definovala v souboru utils.R. CSequence je tzv. R5 neboli Reference Class. Ttida slouzi pouze
jako kontejner pro data a zahrnuje nasledujici pole:

o bases — pole znaku slouZici k uloZeni puvodni posloupnosti nukleotidi, kterd byla
ziskéna z funkce palindrome.al ignment;

o dbases - pole znaku obsahujici upravenou posloupnost bases slouZici jako podklad
pro vykreslovani. Pole bases a dbases mohou vsak byt Gplné identicka. LiSi se pouze
v ptipadech, kdy se ve vlakné palindromu vyskytuje inzerce;

. n — ptvodni pocet nukleotidd v fetézci bases;

. dn — pocet nukleotidi v poli dbases;

. X — Ciselné pole obsahujici soufadnice x nukleotidi ve vlaknu;
. y — Ciselné pole obsahujici soufadnice y nukleotidi ve vlaknu;

V algoritmu vytvatim instanci této tfidy vzdy pro dolni ¢ast vlakna, horni ¢ast vlakna a smycku.

Déle provadim detekci deleci v hornim resp. dolnim vlakné palindromu. Informace o nalezenych
delecich a jejich parametrech ukladdm v globalnich vektorech pro dalSi zpracovéani. Delece v jedné
¢asti vlakna se projevi jako inzerce v ¢asti druhé. Musim tedy provést ptislusné upravy v konfiguraci
vlaken.

V dal$im kroku ur¢im, na zékladé odhadu délky palindromu, modelovou vzdalenost mezi nukleotidy
ve vlakné a vygeneruji pozice jednotlivych nukleotid s uvdZenim konfigurace vSech entit dané
struktury. V piipad¢, Ze je pozadovana vizualizace znazornujici vliv inzerci na tvar vlakna, provedu
navic konstrukci nezbytnych entit a odpovidajicich transformaci (viz bod 5.1) a vycentruji diagram
V kreslicim okné.

Pro 2D grafickou prezentaci dat jsem vyuzila balik grid, ktery umoZiuje vytvaieni grafickych
objektu (tzv. grob), které jsou specialné uréeny pro rychlé a efektivni zobrazovani posloupnosti bodi
Vv riznych modech, které ur€uji, jaky zpusobem maji byt jednotlivé body prezentovany. Kazdy
graficky objekt v jednom ze svych sloti obsahuje objekt gpar. Nastavenim jeho vlastnosti Ize
definovat styl, barvu a dalsSi vlastnosti, s jakymi maji byt jednotlivé body vykresleny. V mém piipadé
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pouzivam moédy umoznujici vykresleni lomenych car (vlakna), vykresleni segmentii (vazby),
vykresleni textu (popisy vlaken a nukleotidll) a vykresleni kruhil (znacky nukleotidit).

V daldim kroku tedy vytvaiim potiebné grafické objekty a jejich struktury naplnim ptislusnymi daty
popisujici zptsob jejich vykresleni a daty popisujici pozice jednotlivych bodu z pfislu$nych instanci
tiid CSequence. Na zavér pak grafické objekty vykreslim.
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Obr. 21: Vyvojovy diagram sestaveni 2D vizualizace palindromu
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2D diagram triplexu

Zjednodudeny vyvojovy diagram sestaveni 2D vizualizace triplexu je uveden na obr. 20. Podobn¢
jako v ptipad¢ palindromu, je modul pro 2D vizualizaci triplexu funkéné integrovan se zbytkem
bali¢ku prostiednictvim sdileni dat popisujicich nalezené sekundarni struktury DNA, které maji byt
zobrazeny. V tomto ptipadé jde nukleotidovou reprezentaci vSech tii vlaken triplexu a jeho smycky
ataké o typ triplexu (viz bod 3.1). Tyto vstupni informace jsou brany z moduli triplex.input.R
a triplex.align.R.

Obdobng, jako v ptipadé palindromu, vyuzivam k uchovani téchto vstupnich dat, a pro dalsi praci
s nimi, instance tfidy CSequence. Vytvafim instance pro vlakna, plus, minus, loop a tieti vlakno. Na
zéklad¢ informace o typu aktudlniho triplexu upravim, podle potteby, posloupnost nukleotidii ve
vlaknech.

V dalSim kroku provadim detekci inzerci a deleci ve vSech vlaknech triplexu. Informace o nalezenych
delecich a inzercich a jejich parametrech ukladam v globalnich vektorech pro dalSi zpracovani,
tj. provedeni ptislusnych Gprav v konfiguraci vlaken. Vysledné delece resp. inzerce se zobrazuji ve
tietim vlakné, tj. vlakng, kde jsou nuklidy parovany Hoogsteenovymi vazbami.

V dal8im kroku ur¢im, na zakladé odhadu délky triplexu, modelovou vzdalenost mezi nukleotidy ve
vlakn¢ a vygeneruji pozice jednotlivych nukleotidi s uvadZenim konfigurace vSech entit dané
struktury, které jsou modelovany v souladu s popisem v bodu 5.2.

Pro 2D grafickou prezentaci dat jsem, obdobn¢ jako v pfipadé palindromu, vyuZila grafické objekty
(grob) z baliku grid a vyuZivdm objekty pro vykresleni lomenych Car (vldkna), vykresleni
segmentll (vazby), vykresleni textu (popisy vlaken a nukleotidd) a vykresleni kruhl (znacky
nukleotidi).

Nasledné tedy vytvorim potfebné grafické objekty a jejich struktury naplnim ptislusnymi daty
popisujici zptisob vykresleni objektti a daty popisujici pozice jednotlivych bodu z piislusnych instanci
tiid CSequence. Na zavér pak grafické objekty vykreslim.
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Obr. 22: Vyvojovy diagram sestaveni 2D vizualizace triplexu.

6.3  Priklady vizualizace realnych sekundarnich
struktur DNA

Palindrom

Ptiklad vizualizace redlného palindromu je uveden niZe, na obr. 19. Struktura byla nalezena ve
fragmentu sekvence DNA:

» T TATATATTAATATATAATGTATTATACATATATAATTATATAAATTATGTATGTATTATATAATTATATATAA
TATAATTATATATAATTGTATATATTAATATATAA®

kterd pochazi zbaliku BSgenome.Hsapiens.UCSC.hgl9 [23], ktery je soucasti systému
R/Bioconductor.
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Obr. 23: Vizualizace struktury realného palindromu, nalezeného ve fragmentu DNA z lidského
genomu (BSgenome.Hsapiens.UCSC.hg19) [23]. V horni ¢asti vlakna se nachazeji dvé
inzerce.

Triplex

Piiklad vizualizace realného triplexu je uveden nize, na obr. 21. Struktura byla nalezena pomoci
fragmentu sekvence DNA:

STCTTTCTTCTTTCTTTCTTTCTCTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTCTTTCTT
TCTTTCTCTTTCTCTCTCTCTCTCTTTCTTTTTTTT"

ktera pochéazi zbaliku BSgenome.Hsapiens.UCSC.hgl9 [23], ktery je soulasti systému
R/Bioconductor.

Obr. 24: Vizualizace struktury realného triplexu, nalezeného ve fragmentu DNA z lidského
genomu (BSgenome.Hsapiens.UCSC.hg19) [23]. V tzv. ti‘etim vlakné je
ziejma delece.
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! Z.aveér

Predlozena prace se zabyva problémem navrhu algoritmil pro zobrazovani vybranych sekundarnich
struktur DNA, tj. triplexti a palindromu, a jejich implementace v prostfedi R/Bioconductor.

V souladu se zadanim préce jsem se zamétila na oblast 2D grafické reprezentace zdjmovych struktur
ve formé& diagrami, které symbolicky zobrazuji sekvence nukleotidd, vazby mezi nimi
a charakteristické Utvary, které mohou v téchto strukturdch vznikat. Hlavnim aplika¢nim cilem mé
prace bylo doplnéni podpory grafické prezentace sekundarnich struktur DNA pro ty softwarové
balicky prostiedi R/Bioconductor, které se vyhledavanim charakteristickych sekvenci palindromu ¢i
triplext v DNA sekvencich zabyvaji.

Navrhla jsem matematické modely pro konstrukci jednotlivych charakteristickych entit
zobrazovanych struktur, jako jsou smycky a inzerce. Pro ptipad palindromu jsem navrhla zptsob
modelovani symbolické deformace vldken DNA vlivem inzerci. S vyuZitim téchto ,stavebnich
kament“ jsem dale navrhla algoritmy pro sestaveni 2D diagramt zajmovych sekundarnich struktur,
tj. palindromt a triplexti. Algoritmy jsem implementovala do odpovidajicich softwarovych balicka
prostiedi R/Bioconductor, Které jsou pro zkoumani zajmovych sekundarnich struktur uréeny.

Implementované algoritmy jsem ovétovala nejen na modelovych, G¢elové upravenych sekvencich
DNA, ale také, a to zejména, na redlnych sekvencich DNA z lidského genomu. Zde jsem prokazala
jejich korektni funkénost, nicméné piedpokladam, Ze dalsi, velmi dulezita, bude faze dlouhodobéjsiho
testovani po uvolnéni odpovidajici verze programovych bali¢kt R/Bioconductor.

Cile prace tak, jak byly stanoveny a uvedeny v tvodni ¢asti mé prace (viz bod 4.2), byly splnény.
V soucasné dobé prostiedi R/Bioconductor disponuje néastrojem pro 2D symbolickou vizualizaci
nalezenych palindromil a triplex DNA, které poskytuji zietelnou informaci o hledané sekundarni
struktufe DNA.

Dalsi vyzvou, kterda by méla byt pfi pokracovani projektu feSena, je implementace podpory pro 3D
zobrazovani sekundarnich struktur DNA, ktera umozZni analytikim Iépe ocenit prostorovou
konfiguraci struktury, coZ je pti nékterych typech bioinformatickych analyz dilezité.
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Priloha A

Obsah prilozeného CD

Soubor

Slozka

Popis

readme.txt

\

Textovy soubor s obsahem CD a definici
vlastniho podilu prace v dodanych
zdrojovych kédech

BP_xcudov00.pdf

\Bakalarska_prace\

Pisemna zprava ve formatu pdf

BP_xcudov00.docx

\Bakalarska_prace\

Pisemna zprava ve zdrojovém tvaru MS Word

install_txt \Dokumentace\ Popis instalace bali&kll triplex a
palindrome v prostfedi R/Bioconductor

triplex.diagram.help.txt \Dokumentace\ Navod k pouziti funkce triplex.diagram

palindrome.diagram.help.txt | \Dokumentace\ Navod k pouziti funkce palindrome.diagram

triplex.tar.gz

\Zdrojove_kody\

Kompletni programovy balicek triplex

palindrome.tar.gz

\Zdrojove_kody\

Kompletni programovy balicek palindrome
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