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Abstract

HAVLIK, Jan. Analysis and identification of local structures in DNA. Brno, 2020.
Master’s thesis. Mendel University in Brno, Faculty of Business and Economics,
Department of Informatics. Thesis supervisor Jiff Stastny.

This master’s thesis is focused on the integration of a new type of analysis into an
existing server DNA-analyser. The main part is about identification and analysis of
the local DNA structure R-loop, which has much more impact on genetic mutations
and diseases in human body than previously thought (e.g. cancer, neurodegenerative
diseases). The first part focuses on DNA structure relating to the R-loops. The
second part is focused explicitly on R-loop forming and its effect on living organisms.

Key words: R-loop, DNA, RNA, local structures, analysis, genom, nucleotide,
DNA-analyser, cancer, neurodegenerative disease

Abstrakt

HAVLIK, Jan. Analyza a identifikace lokdlnich struktur DNA. Brno, 2020. Diplo-
mova prace. Mendelova univerzita v Brné, Provozné ekonomicka fakulta, Ustav in-
formatiky. Vedouci prace Jiti Stastny.

Tato diplomova prace pojednava o integraci nového typu analyzy do stavajiciho
nastroje DNA-analyser. Jedna se o identifikaci a analyzu lokalni struktury R-loop,
jejiz vyznam pro vznik mutaci a rozvoj onemocnéni (rakovina, neurodegenerativni
onemocnéni) je v posledni dobé cilem mnoha studii. V prvni ¢asti je popsédna obecné
struktura DNA v souvislosti s vyskytem R-loop, druhd c¢ast se zaméfuje pfimo na
vyskyt a dopady vzniku R-loop na zivé organismy.

Klic¢ova slova: R-loop, DNA, RNA, lokalni struktury, analyza, genom, nukleotid,
DNA-analyser, rakovina, neurodegenerativni onemocnéni
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1 Uvod a cil prace

1.1 Uvod do problematiky

Tato zavéreéna prace nastinuje problematiku vyuziti informatiky jako interdisci-
plindarniho nastroje k usnadnéni prace védeckym pracovnikiim pomoci zpracovani
velkého mnozstvi dat.

Cim dél vyssi vipocetni vikon ndm umoziuje detailnéjsi analyzu deoxyribonukle-
ové kyseliny (2) (dale jen ,DNA®). Naptiklad odhadovana délka lidského genomu
je az 3.2 miliardy para bazi (Karami, 2013). S odkazem na Gregora Johanna Men-
dela se tato prace vénuje fascinujicimu hledani lokalnich struktur DNA, které snad
v budoucnu povede k prohloubeni nasich znalosti v oboru genetiky.

Jako lokalni struktury mizeme oznacit uré¢ité shluky nukleotida (2.1), které se for-
muji ve vzorcich, maji specificky dané poradi, ¢i pocet jednotlivych typt nukleotidii.
Velka ¢ast DNA je nekodujici (2.2), ale stale castéji zkoumanim DNA nachézime ur-
c¢ité lokalni struktury a sekvence nukleotidii, které hraji vyznamnou roli v tom, jak
jsou organismy odolné vii¢i mutacim a chorobam.

Lokalni struktura, kterou se tato prace zabyva, se nazyva R-loop. Tato struktura je
detailné popsana v kapitole 3. Jedna se o trivlaknovou strukturu nukleové kyseliny,
ktera se skladd z hybridu deoxyribonukleové kyseliny a ribonukleové kyseliny (pozn.
oznacujeme ji jako RNA-DNA hybrid).

1.2 Cil prace

Cilem prace je integrace modulu pro detekci a analyzu struktury R-loop do sta-
vajictho serveru DNA Analyser!, ktery vznikl na tstavu informatiky Provozné eko-
nomické fakulty Mendelovy univerzity. Server jiz obsahuje rtizné analyzy, napii-
klad G4Hunter (Brazda; Kolomaznik; Lysek; Bartas et al., 2019), nebo Palindrome
analyser (Brazda; Kolomaznik; Lysek; Haronikova et al., 2016). Tento server je
provozovan ve spolupraci s Akademii véd Ceské republiky. Mé&l jsem tak v pribéhu
tvorby prace okamzitou zpétnou vazbu na zpracovani analyz a dostatek vstupnich
dat k dispozici.

Vysledkem je modul, ktery provadi analyzu sekvenci nukleotidl z databaze, pripad-
né je mozné analyzy provadét pomoci API. Analyza pak poskytne vyzkumnikiim
z Akademie véd informace o tom, kde se v sekvenci struktura R-loop ma vytvo-
rit, a jak vypada. Vystupem je pak vizualizace analyzy na webovém serveru. Pro
detailnéjsi informace o analyze je mozné exporotvat data ve dvou podporovanych
formatech, konkrétné bedGraph a CSV.

https://bioinformatika.pef .mendelu.cz
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Prace se sklada z nasledujicich dil¢ich tkont:
e Vyvoj specializované platformy pro analyzu DNA sekvenci se zamérenim na
velké objemy dat

o Analyza lokdlni DNA struktury R—loop a ndvrh implementace nastroje pro jeji
zpracovani

o Implementace nastroje pro analyzu struktury R-loop v jazyce Java a jeho inte-
grace na webovy server pro analyzu lokalnich struktur DNA

o Rozsiteni API rozhrani v prostiedi Python pro analyzu struktury R-loop
o Modifikace R-loop algoritmu pro vyuziti paralelismu

e Zhodnoceni a otestovani funkcénosti vytvoreného systému
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2 Nukleové kyseliny

Pr1i popisu nukleovych kyselin se zamérim prevazné na ty biologické procesy a for-
movani struktur, které pro nas maji vyznam z hlediska automatizace. V pripadé
propojeni informacnich technologii a biologickych procesti se zaméruji na popis téch
biologickych procestt a pojmi, které nasledné pouzivam v algoritmické ¢asti diplo-
mové prace.

2.1 Deoxyribonukleova kyselina (DNA)

DNA je tvorena jednotlivymi nukleotidy (2.1) a je nositelkou informace dulezité pro
rist, preziti a reprodukci zivych organismu. Je také nositelkou dédi¢nosti bunéénych
organismi, coz znamena, ze témér kazda burnka (presnéji kazdé jadro buriky) v lid-
ském téle obsahuje stejnou DNA.

Uz v tvodé nachazime podobné principy jako pfi pouziti programovacich jazyki,
kterymi jsou dédi¢nost (dédi¢nost DNA), zapouzdreni (existence membran jednot-
livych bunék), nebo abstrakce (komunikace bunék pomoci signéli, nebo pomoci
hormonti). DNA je zajimava tim, Ze neustéle pracuje jako mald vypocetni jednotka,
kterd umoznuje replikaci a tvorbu proteinu na zakladé sablony (kterou jsou pravé
urc¢ité sekvence DNA). Replikaci se prilis tato prace nevénuje, ale tvorbu proteint
je dulezité nastinit kvili moznému vzniku struktury R-loop pri tomto procesu.

Struktura DNA
V této casti popisi stejné struktury a prvky, se kterymi pracuje vysledny modul.
Zakladni stavebni jednotkou molekuly DNA je nukleovd bdze.

Nukleotid vznikéd spojenim nukleové baze, deoxyribdzy (cukru) a jednoho, nebo vice
zbytki kyseliny fosforecné.

Mame pét zakladnich nukleovych béazi:

o Adenin (A)

« Guanin (G)

e Thymin (T)

« Cytosin (C)

« Uracil (U) - nachazi se v RNA
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Guanin je zvyraznén, protoze hraje vyznamnou roli pii hledani struktury R-loop
v sekvenci (viz tabulka ¢. 3).

Tvorba DNA

Pri vzniku dvouretézcové struktury DNA se kazda baze se spoji s komplementarni
bazi a vytvori komplementarni pary podle nasledujicich pravidel:

Nukleova kyselina | Nukleové baze | Komplement
DNA AG T, C A=T

G=C
RNA A G U C A=U
G=C

Tabulka 1: Pravidla komplementarity pro nukleové baze. Pocet vodorovnych car
mezi bazemi znaci pocet vodikovych vazeb.
Zdroj: (Pray, 2013)

Nésledujici obrazek zobrazuje jednotlivé pojmy a vazby v molekule DNA. Obrazek
jsem vytvoril, aby bylo zfejmé, se kterymi ¢astmi molekuly DNA algoritmus pracuje,
protoze sdm o sobé zprostredkovava vysokou miru abstrakce. V obrazku je také vidét
direkcionalita.

Direkcionalita je dulezita pro algoritmické zpracovani vstupnich i vystupnich dat.
Protoze plati pravidlo komplementarity pro nukleové baze, na vstupu programu do-
staneme pouze jeden smér fetézce nukleotidii. Druhy ziskdame pravé dopocitanim
komplementu a na vystup pak zaznamename jaké je direkcionalita sekvence nukle-
otidi, nad kterou provadime analyzu.
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F - kyselina fosforecna
DR - deoxyribdza

R - ribéza

A - adenin

T - thymin

G - guanin

C - cytosin

Deoxyribdza

N

Nukleotid

DR/R
Nukleova

baze E §
i DR/R R/l @
® & & e

Obrazek 1: Deoxyribonukleova kyselina s legendou. Direkcionalita je naznacena
v obou smérech.

par bazi

. Komplementarni

¥
o000

aloo
oloo
ocoo

Direkcionalita

Direkcionalita urc¢uje smérovitost struktury molekul nukleovych kyselin. Vznika di-
sledkem biosyntézy molekul. Znaceni 5' a 3' nam urcuje pozici uhliku molekuly
rib6zy, nebo deoxyribézy (cukru), na ktery je vazéna kyselina trihydrogenfosforec-
né (HsPOy). Smér je také vyznamny z biologického hlediska, ve sméru 5' -> 3!
dochézi k replikaci DNA a syntetizaci RNA (Lodish, 2008). Z toho duvodu i my pred-
poklddame vstupni data ve stejném sméru. V pripadé vystupniho formatu bedGraph
pak pouzivime oba sméry, ale s notaci plus (+), nebo minus (-). Mozna oznaceni
direkcionality miizeme shrnout do nasledujici tabulky:
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Direkcionita Alternativy
5' -> 3! +, sense, coding
3' > 5! -, anti-sense, non-coding

Tabulka 2: Shrnuti mozného oznaceni direkcionality. U vstupnich dat predpokladame
direkcionalitu 5' -> 3'.
Zdroj: (Giudicelli et al., 1999)

2.2 Ribonukleova kyselina (RNA)

Jelikoz se tato prace vénuje hlavné identifikaci a analyze struktury R-loop (RNA-
-DNA hybrid), je nutné zminit i molekuly RNA a jeji funkce, pripadné jak ovliviiuje
tvorbu R-loop.

RNA je jednovldknovy polymer nukleové kyseliny, ktery se sklada z nésledujicich
nukleovych bazi:

Adenin (A)
Uracil (U)

Cytosin (C)
Guanin (G)

Rozdil oproti DNA je ve vyskytu nukleové baze - uracilu. RNA také oproti DNA
obsahuje ribézu, coz zptisobuje jeji nachylnost k hydrolyze?. Disledkem je nestabilita
RNA oproti DNA, kterd je stabilni a uchovava informaci. To je pravdépodobné
jeden z duvodiu, proc je pravé DNA nositelem genetické informace v organismech,
nikoliv RNA. RNA slouzi k syntéze proteinu a zastava primou funkci v bunééném
metabolismu (Roberts, 2020).

2 Hydrolyjza: rozkladn reakce, pii které se spotfebovava voda.
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Obrazek 2: Rozdil mezi DNA a RNA.
Zdroj: (Sponk, 2014)
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Procesy a posttranskripcéni modifikace RNA probihajici pti transkripci DNA, mohou
vést ke vzniku RNA-DNA hybridu.

Nasledujici obrazek zjednodusené popisuje proces prepisu DNA na mRNA, pti kte-

rém muze vzniknout R-loop (pozn. proces transkripce a translace je mnohem slo-

vvvvvv

pfimo mozného vzniku R-loop).

5" Dvousroubovice DNA 3

3'" exon intron  exon intron  exon 5'

Transkripce DNA na RNA

(—

Jednovlaknova pre-mRNA

5 exon intron  exon intron  exon 3!

Primarni transkript
(splicing a odstranéni introni)

(—

Jednovlaknova mRNA

5 exon exon exon 3

Vznik hybridu DNA:RNA

(—

DNA R-loop

5 D Q 3
5' Xon exon 3'

CRNP exon exo

Obrézek 3: Proces transkripce DNA s moznym vznikem struktur R-loop po odstra-
néni intront.
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Exon

Aby mohlo dojit k syntéze proteinii, je nutné nejprve vyclenit v sekvenci DNA
takovou sekvenci, ktera je kédujici . Kodujici sekvence je prave ta sekvence, ktera
koduje vysledny protein. Frony jsou kédujici sekvence DNA uvnitf genomu a zaroven
tak oznacujeme i korespondujici sekvenci RNA (Lodish, 2008). Vysledny exom je pak
skupina exont, které vzniknou splicingem (2.2) RNA.

Intron

Slovo intron pochéazi z anglického spojeni intragenic region, tedy oblast uvniti ge-
nu (Gilbert, 1978). Intronem rozumime jakoukoli nekédujici sekvenci obsazenou
v DNA, nebo pii transkripci RNA (Brown, 2012). Tyto sekvence jsou odstranény
pii splicingu (2.2). Vyslednd medidtorovd RNA uz zaddné introny neobsahuje.

Vznik a vyznam intrond neni uplné ziejmy. Tyto nekoéddujici sekvence v lidském
genomu tvori az 25% genomu, coZ je zhruba 4-5x vice, nez exony (Sakharkar et al.,
2004). Nekédujici sekvence DNA vsak zastavaji dulezitou funkei, pomoci redundance
totiz chrani genom pred mutacemi (diky velikosti nekddujicich sekvenci ¢asto dochézi
k chybnému prepisu ¢i replikaci pravé v nekoédujicich sekvencich, a tim je zachovana
spravnd sekvence kodujici vysledny protein). Na druhou stranu je pro bunku ptepis
redundantnich sekvenci velkd energetickd zatéz (Jo et al., 2015).

Splicing

Splicing je proces, pii které se primarni transkript (pre-mRNA) transformuje na
medidtorovou RNA (mRNA), a pii kterém dojde k odstranéni intront ze sekvence
nukleotidii. Proces splicingu je zobrazen na obrazku 3.
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3 R-loop

Jedna se o trivlaknové struktury nukleovych kyselin, které vznikaji hybridizaci DNA
a RNA. Pokud mame dostatecné velké zastoupeni guaninu ve vznikajicim RNA
transkriptu, muze dojit k hybridizaci s DNA vldknem. Poprvé byly R-loopy objeveny
u prokaryot v roce 1976 (White et al., 1977a).

Po dlouhou dobu se R-loopy povazovaly za vedlejsi produkt transkripce, a tak se
jim nevénovala velka pozornost. V posledni dekadé se vsak objevuje velké mnozstvi
studii, ve kterych se objevuji dikazy o dulezitosti a vlivu téchto struktur. Navic se
ukazuje, Ze se R-loopy tvorf velmi hojné a mohou vznikat az na 5% genomu savcu
(Sanz et al., 2016). Nazev R-loop pochézi z terminu ,,D-loop* (displacement loop),
coz je podobnd struktura, ale kazdé ze ti1 vlaken je tvoreno DNA.

Obrazek 4: Snimek RNA-DNA hybridu zachyceny pomoci elektronového mikrosko-
pu. Na obrazku A mame zachycenou kompletni sekvenci. Na obrazku B je potizeny
detail zabéru. Obrazek C je doplnénim obrazku B o smér sekvence nukleotidt vlak-
na DNA (5" — 3’) a Cervené oznacenou jednovldknovou DNA. Zelené je oznacena
dvojice paralelnich vlaken RNA-DNA hybridu.

Podle: (White et al., 1977b)
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3.1 Detekce RNA-DNA hybridu

Strategie urceni mista, kde se hybrid vytvori, je doposud stale prozkouméavana a ove-
rovana. Aby bylo mozné R-loopy systematicky predikovat a detekovat, je tieba vy-
uzit matematickych modeli zalozenych na in vitro formovani hybrid.

Laboratorné lze za urcitych podminek vytvorit prostiedi pro formovani R-loop. Tato
prace proto vychazi z predikce mista vzniku na zakladeé jiz existujicich namérenych
dat. Tim, ze se vyzkum R-loop stéle rozviji a probiha prevazné v in vitro pod-
minkéch, mohou byt néktera data nepresnd a zavisld na prostfedi a podminkach
laboratornich test pii kterych vznikaji. Existuji vsak pomérné presné modely za-
lozené na pritomnosti G-clusteri (pozn. jedna se o shluky nukleotidi bohaté na
guanin). Uz malé shluky guaninu maji za nasledek mnohem vétsi pravdépodobnost
vytvoreni inicializacni zény R-loop, nez ndhodné sekvence nukleotidi (Roy et al.,
2009). Zoému, ve které se struktura R-loop vytvari, oznac¢ujeme R-loop Initiation
Zone (RIZ).

Pro vznik RNA-DNA hybridu je dale nutné vytvoreni zény prodlouzeni, ktera uz
neni tolik zavisla na pritomnosti G-clustert, ale faktorem je zde vysoka hustota
guaninu v sekvenci nukleotidi. Mame tedy dva faktory, které se od sebe ¢astecné lisi,
ale oba zavisi na pritomnosti guaninu. Zénu, ve které se struktura R-loop prodluzuje,
oznacujeme R-loop Elongation Zone (REZ).

Mezi témito zénami se muze, ale nemusi vyskytovat zéna, kterd RIZ a REZ spojuje.
Tu pak oznacujeme jako linker. Linker se sklada z nahodné sekvence nukleotidi
a slouzi predevsim k posunuti okna, ve kterém mérime hustotu vyskytu guaninu pro
REZ. Pomoci linkeru je mozné prodlouzit okno pro detekci nejdelsi R-loop s ur¢enou
hustotou guaninu.

Pti vzniku modelu pravdépodobného mista vzniku R-loop je podstatné, ze takto
muzeme zpracovavat pivodni sekvenci nukleotidti jednotlivych genomii, aniz
bychom museli algoritmicky vytvaret transkript RNA, ptipadné medidtorovou RNA.
Jak tato vstupni data vypadaji, popisuji v ¢asti tykajici se technického zpracovani
algoritmu (5.4).

Nésledujici tabulka vyobrazuje, jaky ma dopad pritomnost G-clustert v inicializac-
ni zoné a hustota guaninu v elongacni zéné, na pravdépodobnost vzniku R-loop
v daném segmentu nukleotidi. Bylo pouzito 9 substrati (pozn. sekvence, se kterou
enzym reaguje), které jsou sefazeny sestupné podle obsahu guaninu. Frekvence tvor-
by R-loop je pocitana jako zastoupeni nukleotidii podilejicich se na tvorbé R-loop
vzhledem k celkovému poctu nukleotidi v sekvenci.
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Substrat | RIZ REZ Frekvence vzniku
R-loop [%]

pDR18A dva 4G-clustery | 4G-clustery 12,3
pDR18C jeden 4G-cluster | 4G-clustery 5,9
pDR18B zadny G-cluster | 4G-clustery 0,8
pDR22A dva 4G-clustery | max 3G-clustery | 5,1
pDR22C jeden 4G-cluster | max 3G-clustery | 1,2
pDR22B zadny G-cluster | max 3G-clustery | 0,6
pDR26A dva 4G-clustery | max 2G-clustery | 0,2
pDR26C jeden 4G-cluster | max 2G-clustery | <0,1
pDR26B zadny G-cluster | max 2G-clustery | <0,1

Tabulka 3: Porovnani obsahu guaninu a ptritomnosti G-clusterti v sekvenci nukleo-
tida s pravdépodobnosti vzniku RNA-DNA hybridu.
Zdroj: (Roy et al., 2009)

Vznikajici tiivlaknové struktury pak zobrazuji na nasledujicim obrazku. Z tabulky
lze vyéist, ze pro tuspésné vytvoreni R-loop potfebujeme alespon dva G4-clustery,
nebo tfi G3-clustery v inicializacni zéné (RIZ) a dostateéné zastoupeni guaninu
v elonga¢ni zoné (REZ). Mutace vznika spojenim nekddujictho vldkna DNA

(ve sméru 3” — 5’) s medidtorovu RNA.

|(ednnviaknovd DMNA [s5DNA)

ﬂ_,___,__,/

459 mMNA

Obrazek 5: Formace RNA-DNA hybridu za idedlnich podminek: Piitomnost G-clus-
tert v inicializa¢ni zéné a alespon 40% obsahu guaninu v elongac¢ni zéné.
Podle: (Wongsurawat et al., 2011)

GLGEATGGEGLLGTAGGGE AAGCTCAAGGCELATLGTLGLGGAGGITGGE
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Vysledky vyzkumu zabyvajici se vyskytem RNA-DNA hybrida v genomech muzeme
zapsat pomoci dvou nasledujicich modeli:

RIZ > 50%G
\GnleGlexGnl/' Ny : Nz {REZ > 40% G (m1> (1)
RIZ linker REZ
RIZ > 50% G
RIZ linker REZ

kde:

Gp1 ... nukleotidy guaninu, kde nl1 > 3,

Gpa ... nukleotidy guaninu, kde n2 > 4,

N, ... libovolna sekvence nukleotidl, kde 1 < z < 10,

N, ... libovolnd sekvence nukleotidi, kde 0 <y < 50,

N, ... libovolna sekvence nukleotidi, kde 100 < z < 2000
Zdroj: (Jenjaroenpun et al., 2015)

Tyto dva modely pro svou analyzu pouziva nastroj vznikajici v rdmeci mé diplomové
prace a vyuziva je i doposud jediny existujici nastroj pro detekci R-loop. Oba tyto
nastroje srovnavam v kapitole (6.2).

Pii srovnani s vysledky z laboratofi na zdkladé dat o vzniku RNA-DNA hybrida
vzniklych in vitro a in vivo maji tyto modely az 91% presnost (Jenjaroenpun et al.,
2015), proto jsme se rozhodli tyto modely uplatnit i v nasem néstroji.

3.2 Vliv R-loop na zivy organismus

Nyni vime jak se R-loopy tvori, jak vypadaji a jakym zplisobem je mozna jejich
detekce v ramci dlouhych sekvenci nukleotid. Na zaver kapitoly se pokusim kratce
nastinit, pro¢ se tato diplomova prace vénuje pravé nastroji pro analyzu lokalni
struktury R-loop a jakych vysledkit mtizeme dosahnout, pokud spravné aplikujeme
vyvinuty néstroj pro identifikaci a analyzu téchto struktur.

Negativni vliv

V zZivych organismech existuje mnoho ochrannych mechanismi, které zapricinuji
rozpad RNA-DNA hybridi. Tyto ochranné mechanismy jsou dtlezité, protoze nad-
mérny vyskyt R-loop zptsobuje nestabilitu genomu.

Castym jevem je mutace jednovldknové DNA (ssDNA) béhem transkripce, nebo
pusobeni RNA ve vzniklé struktute R-loop jako primer (pozn. fetézec nukleové ky-
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seliny DNA, nebo RNA, ktery slouzi jako pocateéni misto replikace), ktery muze
spustit nepldnovanou rekombinaci (Costantino et al., 2015).

Ukazuje se, ze zony genomu, kde se tvori tyto hybridy, maji uréitou spojitost s pod-
minkami, pfi kterych dochazi k rakovinnému bujeni. Stabilita genomu je charakte-
ristickym znakem rakovinnych bunék. Pii poruse, nebo vytazeni genu BRCA2, ktery
potlac¢uje vznik nadoru, dochézi k vyssi akumulaci RNA-DNA hybridia (Bhatia et
al., 2014).

Stejné tak se vyskyt téchto struktur spojuje s vyskytem nékterych vyvojovych po-
ruch. Je stale otazkou, zda se jednd o kauzalitu, nebo pouhou korelaci. Védecké
studie objevily souvislost s vyskytem struktury R-loop a nésledujicich vyvojovych
poruch a neurodegenerativnich onemocnéni (Richard et al., 2017):

« Amyotrofickd lateralni skleréza (ALS)
 Aicardiho-Goutieriv syndrom (AGS)
o Pradertv-Williho syndrom (PWS)

Pozitivni vliv

R-loopy maji vliv na genovou ezpresi, (tedy syntézu proteinu), pii kterém dochazi
k transformaci informace ulozené v genu na realné existujici bunéénou strukturu
(napf. protein).

Ukazuje se, ze ovlivnénim vyskytu struktury R-loop v rakovinnych buikach mizeme
ovlivnit jejich preziti. Spravnou identifikaci mista vyskytu struktury R-loop a jejim
naslednym zkouméanim je moznou cestou pro lé¢bu rakovinného bujeni.

Vyzkumem vzniku R-loop v rakovinnych butikach bylo zjisténo, ze RNA-DNA hybri-
dizace, ktera souvisi s destabilizaci struktury DNA, muze ovlivnit nasledujici faktory
(Boros-Oléh et al., 2019):

e Doba preziti rakovinné bunky

o Ucinnost nékterych latek uzivanych v 1é¢bé nddort

Nastroj pro detekci R-loop v rakovinnych bunkach by tak mohl byt uziteény pri
vyvoji a analyze uc¢innosti onkologickych léciv.
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4 Analyza existujicich nastroji

Vyzkum v oblasti R-loop je teprve ,v plenkach® a vétsina ¢lanku, které resi jejich
lokalizaci a vyznam v laboratornich podminkach, byla publikovana az v poslednich
letech. Z existujicich nastroji jsem nalezl pouze jeden, ktery ma algoritmus zalozeny
na laboratornich datech.

Jedna se o nastroj QmRLFS-finder, ktery predikuje tvorbu R-loop. QmRLFS-finder je
volné dostupny na adrese http://rloop.bii.a-star.edu.sg/?pg=qmrlfs-finder
bud jako webovy server, nebo jako skript v jazyce Python verze 2. Nastroj uz je delsi
dobu nevyuzivany a pouziva staré moduly.

4.1 QmRLFS-finder

Vyhledavaci algoritmus

Algoritmus vyhleddvani potencidlnich mist tvorby R-loop je popsan dvéma modely
(mq, my). Formélné jsou modely zapsiany pomoci vzorcu 1 (mq) a 2 (my).

Samotny algoritmus je nasledujici:

Algorithm 1: QmRLFS-finder
Result: Array of strings representing R-loop
Data: Input FASTA file
if Regular expression matches my or mo and %G > 50% then
set RIZ .+ as position;
store RIZ.,q; set linkergq.: as RIZqpq;
set REZ.,q as REZ g4+ + 100;
for i < 0 to 50 do
set linkerq,q as 1;
set REZsequence 88 REZgiqrt 10 REZepg;
while REZ length < 2000 and %G < 40% do
# finds longest REZ with given Guanine density;
add 1 nucleic base to REZcquence;
end
end

end

V nasledujici tabulce je pak srovnani predikce tohoto algoritmu a laboratornich dat
na jednotlivych genech. Ve valné vétsiné ptipadii je predikce velmi presna.
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Gen Bunéc¢na linie Metoda identifikace R-loop | Experimentilné | Predikce
Immunoglobulin | lidsky epitelidlni karcinom | stopovani r-loop + +

RHOH in vitro elektronova mikroskopie + +

Foxo4 testy na mysich DRIP-PCR + +

TP53 SKOV3 DRIPg-PCR - -

PBX1 SKOV3 DRIPg-PCR - +

APOE Ntera2 DRIP-seq a stopovani r-loop + +

Airn kmenové bunky mysi stopovani r-loop + +

Tabulka 4: Srovnani algoritmické predikce a experimentalni predikce R-loop.
Zdroj: (Jenjaroenpun et al., 2015)

Vstupni data

Jedinym vstupnim formatem, ktery néstroj poskytuje, je format FASTA. FASTA for-
mat umoznuje ulozit do jednoho souboru dlouhou sekvenci spolec¢né s jejimi meta-
daty. Pocatecnim identifikatorem metadat je symbol >, a za nim nasleduje popis
sekvence. Obsahuje-li soubor vice sekvenci pod sebou, pak se jedna o rozsiteny for-
mat multiFASTA, ten ale neni ndstrojem podporovany (NCBI, 2001).

Obsah souboru miize vypadat nasledovneé:

>NM_010450.3 Mus musculus homeobox A1l (Hoxall), mRNA

AAATTTCTACTTCACGGATCCGCTTCAAAGAGGCAGCTGCAGTGGAGAATCATGTTAAGCTCGGCTACTG
CGGAGAGCCCAAGGTAGCCCAATGATGGATTTTGATGAGCGTGGTCCCTGCTCCTCTAACATGTATTTGC
CAAGTTGTACTTACTACGTCTCGGGTCCAGATTTCTCCAGCCTCCCTTCTTTTTTGCCCCAGACCCCGTC
TTCGCGCCCAATGACATACTCCTACTCCTCCAACCTGCCCCAGGTCCAACCCGTGCGCGAAGTGACCTTC

Omezenim nastroje pro vstupni data je maximalni délka sekvence 300 000 znakt
a maximalni velikost FASTA souboru 300 kB.

Ve formulari je také na vybér jeden ze dvou modelt detekce struktur.

Vystupni data
Program QmRLFS-finder poskytuje nasledujici vystupni formaty dat:

e TABLE
Jednoduchy textovy formét, kde jsou vsechna data z analyzy. Radky jsou od-
délené znakem nového fadku (CRLF) a sloupce jsou oddéleny mezerou.

o FASTA
Format, ve kterém jsou zapsany celé sub-sekvence ptivodniho genomu. Kazdy
FASTA zaznam je sekvence RIZ, linker a REZ. Zacatek a konec této sekvence
v puvodni sekvenci je uveden v hlavi¢ce FASTA zdznamu.
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e BED
Format, ve kterém je prehledné vidét zacatek a konec sekvence oznacujici R-
-loop.

o CUSTOM TRACK
Forméat podobny BED formatu a je pouzivan nastrojem Genome browser vyvinu-
tym na University of California, Santa Cruz 3. Slou#i k vkladani vlastnich anota-
¢t do Genome browseru. Anotace ndm urcuje kontext urcité sekvence v daném

misté. Jsou to metadata, kterd urcuji, co které geny v genomu délaji (Stein,
2001).

V kazdém formatu je jiny typ dat, ale celkové je mozné ziskat informace o nasledu-
jicich metrikach, které nastroj pocita pro kazdou nalezenou strukturu R-loop:

o Pouzity model pro detekci R-loop

» Zacatek, konec a délka RIZ (pozice v genomu)
e Obsah guaninu v RIZ (hustota i pocet)

o Pocet 3G-clustert v RIZ

o Pocet 4G-clustert v RIZ

o Sekvence RIZ

» Sekvence linkeru

o Sekvence REZ

» Zacatek, konec a délka REZ (pozice v genomu)
e Obsah guaninu v REZ (hustota i pocet)

o Pocet 3G-clustert v REZ

o Pocet 4G-clustert v REZ

o Smér DNA, ve kterém byla R-loop detekovana (+, -)

3https://genome.ucsc.edu/index.html
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Zajimavym vystupem je vizualizace vysledkli v Genome browseru. Na celé sekvenci
muzeme pozorovat smér struktury R-loop, jejich pocet a délku velmi prehledné.

Visualization of RLFS in each sequence &
MYC.chr8.128748315.128753680

MYC .chrB . 128748315, 128753680 :1-0366

0k, 1 = &

RLFS{#+}
ljn_'l't JLhrE . 128748315, 126756680, 126,154 .m

MYC .chrB . 1387468315 .128753680 .418 . 1408 .n2

[ e mer
HYE .chird 126748315 . 128753650, 422 . 1602 .m2
_
T .chr8 . 128748315, L25753680,417 . 1602 ,m1
[ ———
MV .chrd 26746319 . 128703050351 . 1620 .m2
[————
HMYC .chrS, 1287458315, 120753680 . 201 . 1626 .ml

RLFS5(=)
MYC  chr 8. 126748315 125753680, 377 . 2529 .m2
—

WYVC .chr@ 126745315 . 128753680 . 365, 2541 .mL
——

Download: |TABLE) BED| FASTA| CUSTOM TRACK

Obrazek 6: Zobrazeni vysledkti pomoci UCSC Genome browseru. V oblasti
128748315 - 128753680 chromozomu cislo 8. Celkové zaznam obsahuje Sest R-lo-
op ve sméru + a dvé R-loopy ve sméru -

4.2 Databaze R-loop

Védecka skupina, kterd nastroj Qm-RLFS finder vyvinula, také poskytuje R-loop
DB s posledni aktualizaci dat z roku 2016. Obsahuje rizné genomy (¢lovék, Simpanz,
octomilka, kvasinky, ...), které ve své strukture obsahuji R-loopy s detailnim popisem
i ndhledem, jak jednotlivé R-loopy vypadaji.

Databaze je dostupné na adrese: http://rloop.bii.a-star.edu.sg/.

4.3 Zhodnoceni

Jako velké pozitivum nastroje hodnotim integraci s UCSC Genome browserem. Vkla-
dani anotaci pro jednotlivé genomy je dilezita vlastnost néstroje pro srovnani s dal-
simi analyzami.

Databaze R-loop je pro nas také velice prinosna pro dalsi rozsifovani naseho néastroje.
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Nevyhodou je, ze nastroj uz neni delsi dobu udrzovany. Posledni aktualizace data-
baze je z roku 2016 a implementace je v Pythonu verze 2.7, kterd uz od 1. ledna
2020 neni dale vyvijena a podporovana (Python, 2019). Podpora vstupnich forméti
je Tesitelna pomoci prevodu téchto formétu, ale v ramci zpristupnéni prace s nastro-
jem pro veédecké pracovniky, je to také podstatna soucdst uzivatelsky privétivych
nastroju pro praci se sekvencemi.

Obecné tedy prevlada potieba aktualniho nastroje, ktery je nadale rozsiritelny po-
moci modulu pro detekei a analyzu neprobadaného svéta R-loop (napriklad agrega-
tor statistik detekovanych R-loop).
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5 R-loop-R

Nastroj R-1oop-R vznikl jako vysledek této prace. Jedna se o modul, ktery je soucasti
serveru DNA-Analyser®. R-loop-R pfid4vd novou analyzu R-loop pro sekvence, se
kterymi DNA-Analyser pracuje. Modul je optimalizovan pro zpracovani dlouhych
sekvenci (celych chromozomi). Vystup je pak bud graficky, nebo ve specifickém
formétu podle volby uzivatele (csv, bedGraph).

5.1 Motivace

Motivaci pro navrh a implementaci nastroje pro detekci a analyzu R-loop je moznost
vyuziti a rozsitovani takového nastroje podle predstav Akademie véd Ceské republi-
ky. S panem doc. Mgr. Vaclavem Brazdou, Ph.D., ktery je konzultantem této prace
jsme neustale v kontaktu a bylo tak mozné modul ladit presné podle predstav a po-
tfeb biofyzikalniho tstavu. Zaroven diky tomu je zde moznost vyzkouset si mnoho
optimaliza¢nich algoritmi pro praci s velkymi daty, coz pravé sekvence nukleotidi
nabizeji. V budoucnosti bychom radi modul R-1oop-R rozsitili o predikci za pomoci
neuronoveé site.

5.2 Vybér technologii

DNA Analyser je pomérné komplexni webovy server. Strukturu tohoto serveru zna-
zornuje obrazek nize:

Backend Databize
*_—_E} c b Poaigui)
= spring
- IIII!!’
[y A
¥ ¥
BPT Frontend

HTML

CEE
& python E v E
Ve CLI

Obrazek 7: Architektura webového serveru DNA Analyser zobrazujici pouzivané
technologie.

“https://bioinformatika.pef.mendelu.cz/
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Protoze je nastroj integrovan do webového serveru, mél jsem v ramci diplomové prace
moznost osvojit si mnoho technologii které jsou v ramci serveru implementovany.
Césti, se kterymi jsem pracoval, nebo je v rdmci prace rozsifoval, jsem rozdélil na
nasledujici celky:

Backend

e Java Platform, Standard Edition 8

Hlavni ¢ast mé prace spocivala v implementaci a integraci algoritmu v jazy-
ce Java. Béhem vyvoje modulu navic doslo k rozsiteni platformy na verzi Java
Standard Edition 8. To pfineslo moznosti optimalizace bud pouzitim Stream
API, nebo lambda vyrazu, které jsou v této verzi nové.

Stream API je soucasti balicku java.util.stream, ktery poskytuje rozhrani
pro praci se streamy. Vytvorenim streamovych vldken z generickych datovych
typt, které poskytuje jazyk Java mizeme docilit ohromného zvyseni efektivity
programu, tak jako se to povedlo v této praci. Streamy také pracuji s gene-
ratorovymi funkcemi, proto tolik nezatézuji pamétf. Klasické vyuziti streamu
vypada nasledovné:

1. Vytvoreni streamu z datového typu Array pomoci operace .stream()
2. Redukce streamu na konkrétni data pomoci filtru: .filter ()

3. Aplikace mapy na jednotliva data: .map()

4. Celkova agregace dat: .sum()

Lambda vyrazy spolupracuji se streamy vétsinou pti filtrovani, nebo mapovani
atributii, kdy potrebujeme specifické uzivatelem definované chovani. S lambda
vyrazy pracujeme nasledovné (priklad souctu dvou ¢isel):

(int x, int y) -> x + y;

Tyto dva koncepty se vyborné doplnuji pii filtrovani a mapovani atribut.
Konkrétni priklady pouziti v rdmci diplomové prace uvadim v ¢asti tykajici se
implementace algoritmu (5.6)

e Spring

Jedna se o framework, ktery zjednodusuje praci pri psani webové aplikace.
Podporuje psani RESTful aplikaci zaloZzenych na CRUD operacich. Diky definici
endpointu, které server vynasi na rozhrani, je tak mozné provazat jednotliva
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volani API na server s akcemi na backendu. Piikladem prace s RESTful roz-
hranim jsou nasledujici endpointy (uvadim endpointy bez parametriu pro kratsi
Zapis):

— POST /api/api/analyse/rloopr HTTP/1.1 (spusténi analyzy)

— GET /api/api/analyse/rloopr/{id}/average/length HTTP/1.1 (vypo-
¢et prumérné délky R-loop v dané analyze)

— PUT /api/api/analyse/rloopr/{id}/tags HTTP/1.1 (Uprava tagui ty-
kajicich se analyzy)

— DELETE /api/api/analyse/rloopr/{id}/ HTTP/1.1 (smazini analyzy
z databaze)

Pomoci dekoratoru je tak mozné jednoduse namapovat HTTP metody spolec¢né
s jejich endpointy a pridat naptiklad autorizaci nebo ocekavany navratovy kod.

Q@GetMapping("/id/average/length")
OResponseStatus (HttpStatus.0K)
OPreAuthorize("isAuthenticated()")

Uzitecnou vlastnosti Spring frameworku je také moznost batchovani. Batcho-
vani umoznuje automatizaci pozadavki na server. Vyuzivame jej pfi analyze
dlouhych sekvenci, kdy se batch worker dotazuje serveru, zda uz je analyza
hotova, dokud analyza nedobéhne.

o H2

Systém pro spravu relacni databéaze, ktery je integrovany v Java aplikaci. Ten-
to systém pouzivd podmnozinu prikazi SQL ke komunikaci (dotazovani nad
databézi). Tabulky mohou byt bud perzistentni, nebo do¢asné, zalezi podle na-
staveni. Na serveru DNA analyser jsou ve vyvojovém prostiedi docasné a v pro-
dukéni verzi perzistentni. Docasné tabulky pouzivaji hasovaci tabulky a stromy
pro ukladani dat, perzistentni tabulky pouzivaji b-stromy.

Ukladani dat do databaze jsem v praci vyuzil pro ty neobjemnéjsi celky dat.
H2 slouzi k ulozeni hlavné:

— Sekvenci (vstupnich dat analyzy)
— Analyz (vystupnich dat analyzy)

Kazda sekvence a analyza je uloZena ve formé binarnich dat jako samostatna
databaze v databazovém systému H2.
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* PostgreSQL

Databazovy systém, ktery funguje na vétsiné operacnich systémi. Jedna se
o open-source projekt, ktery se drzi SQL standardi. Databazové transakce
PostgreSQL podporuji vlastnosti ACID, tedy:

— Atomicitu

Konzistenci

— Izolaci

Durabilitu

Pro indexaci dat pouzivaji b-stromy. Na serveru se do PostgreSQL databéze
ukladaji prevazné metadata pro server a vétsina tabulek je vazebnich.

e Flyway

Nastroj flyway slouzi k migraci databaze. Funguje na principu inkrementalnich
zmén v databdzi. Kazda migrace (zména databazového schématu) je v oddéle-
ném souboru oznacenym verzi migrace a popisem, co migrace provadi:

V42__donot_panic.sql

Pokud mame prazdnou databéazi, migrace probéhne bez problémii. U neprazd-
né databaze dochazi k vypoctu kontrolniho souctu pro jednotlivé verze migraci.
Pokud nékdo chybné upravil jiz stavajici migraci, kontrola je neplatna a migra-
ce skonéi s chybovou hlaskou. Je tak potieba vzdy kazdou novou migraci pridat
do nového souboru.

Také se nedoporucuje uprava dat pomoci migrace, protoze se aplikuje pii kaz-
dém spusténi serveru.

Cést tykajici se backendu shrnuje obrazek na nésledujici strance, ktery znazoriuje
propojeni a strukturu databazi pro modul R-loop-R (tabulky pro data uzivatele
nejsou sou¢asti z duvodu zjednoduseni obrazku):
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Obrazek 8: Struktura databazi pro R-loop-R analyzy. Znazornuje vztah mezi Post-
greSQL a H2 databazovymi systémy.
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Frontend

Veskeré frontendové komponenty jsou psany pomoci nasledujicich technologii:

HTML
CSS
Javascript

Vue CLI

Z téchto technologii zminuji vice informaci pouze o Vue CLI, ostatni jsou pomérné
dobfe znamé a rozsitené. Navic nejsou hlavnim predmétem prace, pokud nebereme
v potaz findlni vizualizaci vysledk.

Vue CLI umoznuje psani komponent a predavani proménnych mezi témito kompo-
nentami. Soucasti je také moznost integrace linteru, coz je nastroj, ktery pomaha se
zvysovanim c¢itelnosti a kvality kodu.

Continuous integration

Pouzivame nékolik nezavislych test pro kazdou kategorii:

E2E testy (end-to-end)

Testy, ve kterych kontrolujeme prichod celym systémem. Netestujeme jednot-
livé casti, ale systém jako celek. Simuluje chovani uzivatele. Tato ¢ast neni
soucasti systému.

Integracni testy

Testy, které kontroluji spravnou funkci jednotlivych ¢asti systému. Prikladem
téchto testt mize byt sluzba ExporterService, ktera je soucasti celého systé-
mu, ale ma za kol pouze exportovat data z databdze do vystupniho souboru
v pozadovaném formatu. Tuto sluzbu pak testuji jako soucast systému, zda je
spravné integrovana.

Unit testy
Testy lokalnich metod a funkci. Slouzi k ovéreni, zda implementované algoritmy

funguji spravné. Naptiklad testy pro metodu checkGRichness, ktera v sekvenci
Rloop elongation zone (RIZ) zjistuje hustotu guaninu.
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K realizaci téchto testti slouzi jazyk Groovy. Jazyk je mozné integrovat s Javou,
aniz bychom museli Tesit modifikatory pristupu jednotlivych metod. Staci je pouze
v hlaviéce groovy soubort naimportovat.

Testy jsou velmi dobfte ¢itelné a da se z nich rychle vycist co prave testuji i bez
znalosti kontextu. To je dano tim, Ze jazyk Groovy je psan pomoci agilni metodiky
Behavior driven development, ktery je mezi testovacimi nastroji stéle vice populérni.
Kazdy test je rozdélen na konkrétni casti, které popisuji co se ma stat za jakych
podminek. Test se pak vyhodnocuje nasledovneé:

1. setup() (nebo-li boilerplate)

Znovupouzitelny kod, kde se inicializuje prostiedi pred kazdym testem.
2. Konkrétni test
a) Blok given: (vstupni podminky konkrétniho testu)
b) Blok when: (provedeni akce, po které ocekdvame vystup)

c¢) Blok then: (Porovnani ofekdvaného a testovaného vystupu)

Uvadim konkrétni priklad unit-testu metody checkGRichness. Vstupni data nemaji
dostatek guaninu, proto vraci vysledek false:

def "Guanine richness - below 40%"() {

given:

def sequenceString = "GGGGGGGAAAAAAAAAAAAA"; // 35 %
when:

def result = rloopr.checkGRichness(sequenceString, 0.4);
then:

result == false

Jednotlivé testy se spousti pti kazdém odeslani do repozitare Gitlab. Kazda tato
integrace je tak testovana oproti stavajicim a pridanym testim. Mluvime o Con-
tinuous integration, coz je jeden ze zadkladnich principu udrzitelnosti a funkcénosti
velkych projektii, které maji vice prispévateli.

Monitoring

V ramci diplomové prace jsem také do systému pridal néstroj javamelody. Jednd
se o monitorovani aplikace v redlném case, které nabizi sledovani vyuziti zdroju
a monitoruje rizné chybové udalosti. Nastroj tak funguje castecné jako profiler.
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Monitorovaci dashboard je dostupny na adrese https://bioinformatika.pef.

mendelu.cz/monitoring.
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Obrazek 9: Ukdzka monitoringu aplikace (pouze grafy). Vidime, Ze pamét serveru
operuje prumérné se tfemi gigabajty a ze mezi patou a Sestou hodinou bylo spusténo
velké mnozstvi analyz nad produkénim serverem. Monitorujeme také SQL dotazy
a jejich odezvu, ¢i pristupy do databaze H2.

5.3 Struktura modulu R-loop-R

Modul R-1oop-R je soucasti serveru podle architektonického vzoru Model-view-con-
troller (MVC). R-1oop-R tak mizZeme strukturdlné rozdélit na tii éasti:

1. Model

Model se v aplikaci stard o dynamickou praci s daty (prace s databdzi, ex-
porty do soubori, nac¢itani dat ze soubort), logiku a pravidla, podle kterych
se mé aplikace chovat (algoritmické ¢ast). V modulu R-1oop-R je model repre-
zentovan tiidami s priponou Service.
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2. View

Vrstva View se stard o zobrazovani a reprezentaci dat uzivateli. Miize se jednat
o vysledné tabulky, grafy, nebo heatmapu, kterou aplikace pouziva.

3. Controller

Controller 1idi tok aplikace a funguje jako prostfednik mezi vrstvou Model
a View. V modulu R-1loop-R je reprezentovan tiidou Controller.

executeRloopAnalysis m
returnRloopAnalysis H
getHeatmap “
modifyTags H
avgRloopLen -
logika (algoritmy) “.. ' databaze

Controller Model

Invokace metod

Trida RlooprService

Tfida RlooprController o ;
Tfida ExporterService

Tfida SequenceService
Tfida jwtTokenService

HTTP request
Aktualizace dat

View
Komponenta rloopr

FKomponenta heatmap
Komponenta highlight

Obrazek 10: Vyuziti MVC architektury pro modul R-loop-R.
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Na MVC modelu vidime strukturu modulu tak, jak je pritomna na webovém ser-
veru. Samotny model pak obsahuje reference na tlozisté dat a algoritmickou cast.
Radi¢ (Controller) je reprezentovan jednou tiidou, kterd zaroven definuje cilové URL
adresy. Tyto adresy jsou pak dostupné z pohledu, nebo z API.

5.4 Vstupni data

Modul R-loop-R analyzuje sekvence nukleotidi, které je mozné na server DNA-
Analyser nahrat riznymi zpiisoby:

« NCBI ID

NCBI (National Center for Biotechnology Information) je instituce, kterd mimo
jiné spravuje databaze ruznych genomi. Kazdy genom je jednoznacné identifi-
kovan pomoci NCBI ID, které ma nasledujici podobu:

NC_X.Y,

kde &isla X a Y urcéuji verzi sekvence podle piistupti. Cislo X je unikétni pro
dany genom, cislo Y pak identifikuje revize a upravy sekvence v databazi. NCBI
ID identifikuje sekvenci v databdzi RefSeq. Naprtiklad pro lidsky genom se muze
jednat o néasledujici verze (Sequence Identifiers, 2014):

NCBI ID Datum zmény
NC_000001.11 | 3. tnora 2014, 23:01
NC_000001.10 | 13. srpna 2013, 00:15
NC_000001.9 | 3. brezna 2008 17:58

Tabulka 5: Verze lidského genomu v databazi NCBI, které jsou identifikovany ¢islem
genomu a Cislem pristupu (zména v sekvenci). Zmény mohou byt i minoritni, tém
pak nezvysujeme cislo zmény, pouze zaneseme datum zmény.

Pro pouziti pak stac¢i nahrat sekvenci podle NCBI ID a mitzeme se ni dale
pracovat.

e Soubor ve formatu txt (plain)

Dalsim zptisobem je nahravani soubort. To ndm miize pomoci, pokud chceme
analyzovat jen c¢ast sekvence, protoze vétsina genomt je prilis dlouhd a bude-
me chtit analyzovat pouze urc¢ity tsek. Formét je uzitecny pro rychlé analyzy
a testovani. Jeho nevyhodou je ztrata informace o umisténi sekvence v ramci
genomu.
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Soubor ve formatu FASTA

Formét FASTA (4.1) uz zachovavé informaci o pozici sekvence v genomu. Portal
NCBI nabizi moznost exportu ¢asti genomu ve formatu FASTA, ktery si nasledné
milzeme upravit.

VlozZeni sekvence do formulare

Posledni moznosti je rychlé ovéreni analyz kratkych sekvenci. Sekvenci vklada-
me primo do formulére.

5.5 Vystupni data

Vystupem analyzy je kolekce detekovanych R-loop. Kazda R-loopa ve vystupni ko-
lekci je reprezentovana nasledujicim objektem:

public class RlooprResult implements Localised {

protected
protected
protected
protected
protected
protected
protected
protected
protected
protected
protected
protected
protected

int position; // polatelni pozice R-loopy v sekvenci

int length; // celkova délka R-loopy (RIZ + linker + REZ)
String riz; // Nukleotidy, které jsou soulasti RIZ

double rizGRichness; // pomér guaninu v RIZ

String linker; // Nukleotidy, které jsou souasti linkeru
String rez; // Nukleotidy, které jsou soulasti REZ

double rloopGRichness; // pomér guaninu v celé R-loop sekvenci
int g3cnt; // polet G3-clusterd

int gé4cnt; // polet G4-clusterid

int gNcnt; // poCet GN-clusterid, kde N > 4

Long id; // ID analjzy, ke které se R-loopa vztahuje

Short model; // pouzity model pro detekci

Character strand; // smér vladkna, ve kterém detekujeme R-loopy

Atributy tykajici se poc¢tu guaninovych clusterti, nebo mnozstvi guaninu v R-loop, je
mozné vypnout pomoci prepinace. U velmi dlouhych sekvenci (vice nez 500 miliont
nukleotidi) by mohlo dojit ke zpomaleni vypoctu.

Vysledky analyz je pak mozné zobrazit na webu https://bioinformatika.pef.
mendelu.cz/rloopr-results. K nahlédnuti prikladam ¢ast vysledki (na obrazku
chybi zbytek heatmapy a sekvence linkeru a REZ, kvili méritku):
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Analysis results

Rloops found: 3
Frequency: 0.0005590756615728662

Position Length RIZ
194 126 GGGAGCGAGCGGGCGGCCGGCTAGGG

1,602 417 GGGGGCGGTACTGGGGGTGGGG

1,626 201 GGGGGCGGTGGAGAGGGAAGGTTGGG

Obrazek 11: Zobrazeni vysledkt modulu R-loop-R. Zobrazena je jen iniciacni zéna
spolecné s daty o délce a pozici R-loopy.

Soucasti modulu je pak napojeni na sluzbu ExporterService, kterou jsem v rdmci
prace vyclenil a doplnil o dalsi vystupni formét. Sluzba ExporterService se stard
o prevedeni dat z databaze do souboru podle pozadovaného formatu. Zatim sluzba
podporuje dva vystupni formaty:

o Comma-separated-values (CSV)

e bedGraph

Format CSV je obecné znamy, proto jen zminim, ze pouzité sloupce jsou stejné, jako
atributy tiidy RlooprResult (konkrétné jeho reprezentace v databézi).

Formét bedGraph poskytuje jinou strukturu zobrazeni vysledki. Data ve formatu
bedGraph je mozné vlozit do nastroje Genome browser jako anotaci, a tim umoznit
zobrazeni struktury a lokalizace R-loop v rdmci daného genomu. Strukturou také
nabizi moznost prekryvu jednotlivych analyz. Data ulozend v bedGraph forméatu
jsou orientovana podle radki. Na zacatku kazdého souboru je hlavicka obsahujici
metadata - track definition line. Pokud chceme pouzit format bedGraph pro
nastroj Genome Browser, musi hlavicce predchazet informace pro browser.
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Soubor muzeme rozdeélit do ¢tyt casti:

« Metadata pro Genome browser

browser position NM_001082575.2:2351-2631

Pozice v browseru je identifikovana ¢islem chromozomu, na kterém se vybrany
gen nachazi, pocateéni pozici a koncovou pozici subsekvence, kterou chceme
zobrazit.

e Track definition line

Jedna se o definici pravidel, podle kterych se vykresluji nase anotace v Genome
browseru. Prvni parametr type=bedGraph je povinny, ostatni jsou volitelné.

track type=bedGraph name="DNA analyser"
description="BedGraph output of R-loop-R analysis"
visibility=full color=200,100,0 altColor=0,100,200

« Data

Samotna data jsou identifikovana jejich pozici v sekvenci, a pak nasleduji na-
meérené hodnoty z analyzy. Co se tyce identifikace analyzy, modul R-loop-R
pouziva identifikaci podle NCBI ID. Pokud tento identifikator neni dostupny,
pouzije se nazev sekvence.

chromA chromStartA chromEndA dataValueA
chromB chromStartB chromEndB dataValueB

Modelovy priklad vystupu analyzy ve formatu bedGraph je nasledujici soubor:

browser position NM_001082575.2:2351-2631

track type=bedGraph name="DNA analyser"
description="BedGraph output of R-loop-R analysis"
visibility=full color=200,100,0 altColor=0,100,200
NM_001082575.2 2351 2663 0.56 0.41 18.00 2.00 0.00
NM_001082575.2 2444 2637 0.59 0.42 11.00 2.00 0.00
NM_001082575.2 2464 2631 0.61 0.42 8.00 1.00 0.00

V datech mtzeme vidét, ze modul nasel tii R-loopy mezi nukleotidy 2351-2631
a zadna z nich neobsahovala G-clustery o vétsim poctu, nez G4.
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5.6 Implementacni cast

Tato ¢ast popisuje implementaci a modifikace algoritmu pro detekci R-loop (1) v ja-
zyce Java. Hlavni ¢ast algoritmu je reprezentovana metodou getInitiationZones,
kterd prijima dva parametry:

1. short modelRIZ - model detekce R-loop (mohou byt zvoleny oba)

2. Window window - vybrand sekvence pro analyzu

Rozhrani Window je implementovano pomoci tridy ByteBufferWindow. Tato
tfida reprezentuje sekvenci nukleotidi jako stream bajti. Napriklad ptivod-
ni sekvence GGGACGGTAGGGG je v paméti reprezentovana hexadecimalné jako
ATATATA14347AT5441474TATAT.

Datovy typ string je v jazyce Java ulozen do 16 bitu (zdlezi na kédovéni, ale vychozi
kédovani je UTF-16) (Oracle, 2020). Pouzitim datového typu ByteBuffer ziskdme
dvakrat mensi pamétovou narocnost.

R-loop initiation zone

Protoze detekce RIZ je zavisla na pritomnosti G-clusterti, mezi kterymi mtze byt az
10 rtiznych nukleotidi, idealnim fesenim pro detekci je pouziti reguldrnich viyrazii.

Reguldrni vyraz pro detekci R-loop podle modelu 1 (1)

(G{3,}) ([ACGT]{1,10}7) (G{3,}) ([ACGT]{1,10}7) (G{3,})
Reguldrni vgraz pro detekci R-loop podle modelu 2 (2)

(G{4,}) ([ACGTI{1,10}7) (G{4,})

Pro detekci jsem musel pouzit kvantifikator non-greedy regularniho vyrazu. Pro sku-
piny nukleotidi mezi G-clustery je vhodné tento kvantifikator pouzit, protoze jinak
regularni vyraz hleda nejdelsi moznou shodu, a tak bychom mohli zkratit nasledujici
G-cluster. Uvadim priklad porovnani pouziti kvantifikatoru non-greedy:

Vstupni sekvence Kvantifikator | gl | g2 | g3 g4 g5
GGGAGGGCTTGGGG non-greedy GGG | A | GGG | CTT | GGGG
GGGAGGGCTTGGGG greedy GGG | A | GGG | CTTG | GGG

Tabulka 6: Srovnani kvantifikatoru greedy a non-greedy. Pti hladovém hledani najde
regularni vyraz mensi posledni G-cluster.
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Regularni vyraz se pred jeho pouzitim predkompiluje (Pattern.compile()), coz
také prispiva ke zlepseni vykonnosti algoritmu.

Pouzitim regularniho vyrazu ziskame inicia¢ni zony, tedy zény s vysokou pravdépo-
dobnosti vzniku R-loop. Struktura R-loop se vytvori az po vzniku elongacni zény,
kterou detekujeme v nasledujicim kroku. Prace s velkymi sekvencemi by pro tento
krok byla velmi narocna na pamét, proto je potieba data urcitym zpusobem redu-
kovat.

7 algoritmu, ktery je zalozeny na laboratornich datech plyne, ze maximalni délka
sekvence REZ je 2000 nukleotidii a k tomu mtze pribyt linker, ktery mize mit az
50 nukleotidii. Pivodni sekvenci jsem proto rozdélil na mald okna, kterd zacinaji
tam, kde kon¢i RIZ a maji délku 2050 nukleotidii. Tim neni potfeba pracovat s tak
velkymi sekvencemi.

RIZ RIZ
...GGAAGGGCTGGGCGCGGGGCGEGGAGGGLTGGGGAAAAGCGCAAGGGACCC. .

157... 2222 174... 2224

Obréazek 12: Rozdéleni ptivodni sekvence na mensi okna podle mista detekce RIZ.
Rozdéleni provadime, protoze prace s puvodni sekvenci by byla pamétové naroc¢na.



5 R-LOOP-R 45

R-loop elongation zone a linker

Dalsi ¢ast algoritmu se zabyva hleddanim elongacni zény v okné, které jsme ziskali
pti detekci RIZ. Kazdé okno (subsekvence) je analyzovano pomoci tohoto algoritmu:

Algorithm 2: Valid R-loop elongation zone search
Result: Detected R-loop
Data: RIZ, REZ Window
# gRichness() - returns guanine richness of the sequence;
if gRichness(R1Z) < 50% then
‘ set result to null;
else
filter all possible REZ candidates and select the longest one;
if found valid longest REZ, where gRichness(REZ) > 40% then
try to increment linker between RIZ and REZ;
if gRichness(REZ + linker) > 40% then
‘ set result to RIZ + linker + REZ,
else
‘ set result to RIZ + REZ,
end

else
‘ set result to null;
end

end
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Uspésny prichod algoritmem miiZzeme shrnout do ¢yt kroku:

1. Ovéfeni guaninové hustoty RIZ (alespon 50%).

2. Nalezeni nejdelsi sekvence REZ, splnujici hustotu guaninu pro REZ (alespon

40%).

3. Prodlouzeni nejdelsi sekvence REZ o linker, v pripadé, Ze zachova hustotu gu-
aninu.

4. Analyza vysledné sekvence.

Pro ¢asti algoritmu, které hledaji nejdelsi sekvenci REZ a linker, jsem pouzil para-
lelizované streamy. Pro kazdy stream jsem predem pripravil vychozi strukturu, na
kterou aplikuji operaci filtrace a selekce. V zasadé jsem vytvoril datovy typ List,
do kterého jsem ulozil pivodni okno rozdélené na dalsi okna. Tyto okna maji po-
catek v nultém prvku pivodniho REZ okna, ale zvétsuje se jejich délka. Pro kazdé
ptivodni okno tak existuje List, ktery obsahuje 2050 mensich oken v néasledujicim
rozsahu:

0 - 100
0 - 101
0 - 102
0 - 2049
0 - 2050

Miize se zdat, ze tento proces vyzaduje praci se zbyteéné velkym mnozstvim operac¢ni
paméti. Méril jsem stav paméti pred alokovanim a po alokovani objektu a vysled-
kem byla spotieba pameéti 4026528 B ~ 4 MB pro vysledny List obsahujici mensi
sekvence.

Hlavni vyhoda predptipravenych struktur spociva v aplikaci Java streami. Pti po-
uziti paralelniho streamu nam sice vysledky mohou prijit v jiném potadi, to ale
nepredstavuje v této aplikaci problém a navic dojde k extrémnimu zrychleni aplika-
ce. Zrychleni popisuji v ¢asti (5.7).

Celkova aplikace paralelniho streamu vypada nasledovné:
rezList.stream()
.parallel()

.filter(seq -> checkGRichness(seq, 0.4))
.collect(Collectors.tolList());

Postupné se tim provadéji nasledujici operace:
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1. Prevedeni datového typu ArrayList na stream.

2. Prevedeni streamu na paralelni stream — nésledujici operace se provedou pa-
ralelné

3. Selekce takovych oken (sekvenci), které obsahuji minimélné 40 % guaninu.
4. Ulozeni téchto sekvenci do datového typu List.

Poté staci ze sekvenci, které splnuji podminku, najit tu nejdelsi. K tomu lze pouzit
komparator:

Collections.max(longestRezList, Comparator.comparing(String::length));

Stejné operace pak provadime i pri detekei linkeru, tam se ale jednd o mensi pocet
dat, protoze podle algoritmu je maximalni délka linkeru stanovena na 50 nukleotidu.

Analyza R-loop

Pokud prti detekci nalezneme alespon jednu R-loopu, miizeme ji ¢astecné zanalyzovat
(statisticky). U detekovanych R-loop nas zajimaji hlavné tyto hodnoty:

o Obsah guaninu v RIZ [%]

o Obsah guaninu v celé R-loop [%)]
e Pocet G3-clusteri

e Pocet G4-clusteri

e Pocet Gy-clusteri, kde N > 4

Tyto hodnoty jsou dostupné pii exportu analyzy do formatu csv, nebo bedGraph.
Z hlediska ptehlednosti webového rozhrani (kde tyto hodnoty nejsou), by bylo dobré
zvazit moznost agregace téchto statistik do jedné hodnoty. Toto ¢islo by ale nemélo
z biologického hlediska zadny vyznam, slouzilo by pouze jako charakteristika dané
R-loopy. Proto jsem nakonec hodnoty neagregoval.

5.7 Benchmarking modulu

Na implementaci modulu jsem zacal pracovat v dobé, kdy webovy server DNA-
Analyser pouzival verzi jazyka Java < 8. Plvodni implementace tak nepodpo-
rovala streamy a hledani R-loop elongation zone byl vypocetné narocny proces se
slozitosti O(n?) pro kazdé okno se sekvencemi v R-loop.
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V této casti porovnavam piivodni implementaci bez streamti a zrychleni po pouziti
streamu z jazyka Java verze 8. Nasledné srovnavam zrychleni po pouziti para-
lelismu. Pro kazdou z téchto implementaci jsem srovnal béh aplikace pro vstupni
sekvenci, které radové narustala délka.

Pro benchmarking jsem pouzil webovy server spustény na mém osobnim notebooku.
Specifikace testovaciho notebooku je nésledujici:

Operacni systém Ubuntu 18.04 LTS
CPU Intel® Core 1i5-8350U CPU @ 1.70GHz x 8
RAM 15,5 GiB

Tabulka 7: Specifikace prostiedi pro benchmark

Dobu béhu algoritmu jsem métil pomoci modulit Instant a Duration z jazyka Java
verze 8. Vysledek méfeni v milisekundach jsem postupné zapisoval do souboru, ze
kterého vznikla vysledna tabulka.

Instant start = Instant.now();

/%%

* R-loop-R algorithm

xx /

Instant end = Instant.now();

long timeBetween = Duration.between(start, end).toMillis();

try {
// appends to a file
FileWriter writer = new FileWriter("parallel stream.bench", true);
writer.write(resultCount + "\t" + timeBetween + "\n");
myWriter.close();

} catch (IOException e) {
e.printStackTrace();

}

Tabulka popisuje jednotlivé zptsoby implementace a jeji dopad na dobu béhu ana-
Iyzy. Ucelem této tabulky bylo srovndni vyuzit{ popisované implementace, z toho
hlavné paralelnich streami. Jako referen¢ni sekvenci jsem vybral lidsky chromozom
¢islo 1°, ktery je soucasti genomu GRCh38.p13. Pivodni délka chromozomu je 248
956 422 nukleovych bézi, proto jsem data zkratil do rozsahu 5000 - 10 000 000
nukleovych bazi.

Shttps://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_000001.11
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Délka sekvence

Pocet R-loop

Procesorovy cas [ms]

5000 1 49
10 000 4 134
50 000 7 429
100 000 7 475
Paralelni streamy 500 000 38 2229
1 000 000 193 7050
2 000 000 974 28369
5 000 000 2130 82886
10 000 000 2888 124279
5000 1 115
10 000 4 342
50 000 7 1145
100 000 7 1276
Streamy bez paralelismu 500 000 38 6150
1 000 000 193 18881
2 000 000 974 74499
5 000 000 2130 203351
10 000 000 2888 308461
5000 1 123
10 000 4 416
50 000 7 1133
B vers o 100 000 7 1287
ez pouziti streamu
a paralelismu (cyklus) o00 000 38 5929
1 000 000 193 19094
2 000 000 974 75202
5 000 000 2130 205427
10 000 000 2888 311774

Tabulka 8: Srovnani postupné implementace algoritmu. Predpfipravenim struktur
pro paralelismus jsem dosdhl zna¢ného zrychleni oproti neparalelnim variantam.
Vysledky mohou byt ¢asteéné zkreslené procesy bézicimi na pozadi notebooku.

V tabulce vidime, ze ¢isté pouzitim streamu tolik ¢as neusetiime (vysledky se lisi
v fadu sekund). Pokud ale pouzivdme paralelni streamy, dojde k masivnimu zrychleni

analyzy.

Graf zobrazuje stejnd data, jako jsou v tabulce pro zdiraznéni ¢asovych rozdila.
Pouzil jsem logaritmické skélovani, na kterém vidime, ze po prekroceni analyzy
délky 1 000 000 dojde k zhorSeni vykonu algoritmu.
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Srovnani vykonnosti implementace
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Obrazek 13: Graficka reprezentace predchozi tabulky. Je pouzita logaritmicka skala.

5.8 Priklady pouziti nastroje R-loop-R

V této c¢asti uvadim nékolik pripadl pouziti nastroje. Protoze jsem modul R-1oop-R
integroval do RESTového API, je mozné jej provolavat pomoci endpointi.

API

Vystaveni endpointii definovanych ttfidou Controller pro R-loop-R jiz bylo inte-
grovano ve webovém serveru DNA-Analyser. V ramci prace jsem tedy jen pripsal
cestu k jednotlivym metodam. Metody jsem vybral vsechny, aby bylo zachovano
rozhrani 1:1 s webovym serverem. S API je mozné komunikovat pomoci unixového
nastroje curl, z hlediska znovupouzitelnosti mi ale davalo smysl vytvorit si sadu
skriptli v jazyce Python 3.6, se kterymi bych mohl do budoucna nadale pracovat.

Podle tcelu dané metody maji jednotlivé endpointy pritazené nasledujici HT'TP
metody:
e GET

— /api/analyse/rloopr
Vrati vSechny provedené analyzy.

— /api/analyse/rloopr/{id}/analysis
Vrati jednu analyzu podle parametru id.
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— /api/analyse/rloopr/{id}/rloops
Vrati vsechny R-loopy pro analyzu podle parametru id.

— /api/analyse/rloopr/{id}/rloopr.csv
Vrati informace o analyze ve formatu CSV podle parametru id.

— /api/analyse/rloopr/{id}/rloopr.bedgraph
Vrati informace o analyze ve formatu bedGraph podle parametru id.

— /api/analyse/rloopr/{id}/average/length
Vrati priameér délky vSech R-loop v analyze podle parametru id.

— /api/analyse/rloopr/{id}/heatmap
Vrati data analyzy pro heatmapu podle parametru id.

— /api/analyse/rloopr/{id}/tag
Vrati vsechny tagy analyzy podle parametru id.

 POST

— /api/analyse/rloopr
Provede detekci a analyzu R-loop. Je potreba priradit metodé parametry
model, sequence a tags.

« PUT

— /api/analyse/rloopr/{id}/tags
Priradi nebo odebere tagy u zvolené analyzy podle parametru id. Nové
tagy je potieba predat v parametru tags.

 DELETE

— /api/analyse/rloopr/{id}
Smaze analyzu podle parametru id.

Pouziti API je vyhodné hlavné pro opakované zpracovani a agregaci dat. Uvadim
zde cast skriptu, ktery jsem pouzil pro zhodnoceni vysledkii. Cely skript je znac-
né rozsahly i pro prilohu, protoze nasledné generuje informace o rozlozeni R-loop
v sekvenci. Jedna se o repetitivni ¢innost, pro kterou je vhodné pouziti API. Skript
je psan v jazyce Python a pouziva modul waiting, ktery umoznuje exponencialni
¢ekani na udalost. Je to vyborna forma aktivniho ¢ekani na dokonéeni analyzy. Cést
skriptu se sklada z téchto krokii:

1. Analyza sekvence podle ID.
2. Aktivni ¢ekani, dokud analyza tspésné neskonci.

3. Ziskani informace o analyze (extrakce tokenu pro stazeni dat).
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# Initialize the analysis

request = requests.post(
host + '/api/analyse/rloopr',
data=json.dumps(rloopr_params),
headers=headers

)
analysis_id = request.json() ["payload"] ["id"]

try: # waiting for the analysis batch to finish
predicate = lambda : wait_for_analysis(analysis_id)
wait(predicate, sleep_seconds=(1, 100))

except TimeoutExpired:
print("Timeout for sequence upload exceeded.")
exit (1)

# Download finished analysis

finished = requests.get(
host+"/api/analyse/rloopr/" +
analysis_id + "/analysis",
headers=headers

Webovy server

Modul R-1oop-R plné integrovan do webového serveru DNA-Analyser jako nova ana-
Iyza. Pro uplnost popisu prace s modulem prikladam jednotlivé kroky pro analyzu
sekvenci a hledani R-loop.

Jako priklad analyzy sekvence jsem si vybral lidsky chromozom Y, ktery ma NCBI
ID NC_000024.10.

Webovy server je dostupny na adrese https://bioinformatika.pef.mendelu.cz.
Pro spusténi v lokdlnim prostredi je mozné postupovat podle navodu v priloze A.
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1. VloZeni sekvence, kterou chceme analyzovat®

Sequences

My saquences HNCEl Import HNCE| mulople mpot Uplzad hle Faste text

Tille

HuTan Chrorozzme v

Tags (confirm usirg cnien

Nooo X

M D

MC GOROZEA. 10

arcular

" jmiparl

Obrazek 14: Vlozeni sekvence pomoci formulare. V nasem pripadé pouzivam import
pomoci NCBI ID.

2. Spusténi detekce a analyzy R-loop *
Analyzu lze spustit s detekci dvou modeli. Model RIZ 3G-cluster deteku-
je v oblasti RIZ skupinu t¥i G-clusterti, které obsahuji alespon tfi guaninové
béaze. Druhy model, RIZ 2G-cluster detekuje skupinu dvou G-clusteri, které
obsahuji alespon ¢tyTi guaninové baze. Je mozné zvolit oba modely pro analyzu.

DA mnaliass

R-loop-R
Prediction models  Sequences

chrsye

=Titls sLangth B ranned Tags o
RIZ 2G- o
Chrsse
e 57,227,415 sve
CRFOMOZ0me ¥ b B211T PM
R-locp finder algonthm 1= based on e FS-tnces mol,

Obrézek 15: Spusténi analyzy nahrané sekvence se zvolenym modelem RIZ 3G-
cluster.

Shttps://bioinformatika.pef.mendelu.cz/#/sequence/tools
"https://bioinformatika.pef.mendelu.cz/#/analyse/rloopr
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3. Zobrazeni vysledné analyzy
Po dokonceni batch jobu se uzivateli zobrazi vysledky. Je mozné ziskat de-
tailnéjsi informace o analyze pomoci tlacitek pro export (bedGraph, csv). Ve
webovém rozhrani je zobrazena vysledna sekvence, ktera reprezentuje R-loop
a jeji umisténi v ramci ptvodni analyzované sekvence.

Nad daty vidime i heatmapu, podle které dokazeme urcit, kde se R-loopy v sek-
venci nachazeji. Z obrazku vidime, ze zrovna pro lidsky chromozom 19 se vétsina
R-loop nachézi v prvni ¢tvrtiné chromozomu.

Human Chromozome m
TepErt Sszusnce nio
[ i wmminig | Virsan s
15T R A™IE
(A Lemgh M ik MEZ
10 Lerd AGETEGECTECAGCCAGEHE CEBTOECCCEAATBEECGRGACCOCACERAGTTAGCEASABGAT BCAAACEBCBECCABCOERECAGCACEHOEAR

GGG TG TR TR AL TG A G LN TR B T R N LG A e TR L C e LT R GG R T RE AL CRELGIE
ACAGAA O CAAACCEATETTCTCCAEOCCTT TACARACC TOAACACCCAACCT MACCCC TR CAOCCACCT B0
BELCCALEAGGLCEARG AR LR AL T AN G L CE TR AC Lo CAGE C MG LACATEGEC CARAGL A TOLEAG
A TEGLe G GG EE B TC LG TE TECAC T AT M L GE G LA LG R MG R AT T TG TERC TEGRGAG T
CANTOSAABECTACSCATAGE AOEBEAANIGARASCE AL TOT BCAAGCEAARAAARARAEMECARELCTMIEAT

14 857 10 BEEAEGECEER AGTCEETE TCCACTCAT FECLGEGEAGE GEAEERCALGT TCT G TEGC TEGRGAG B CTABA FOATCACAG LT CA
UGEALG LG ALGELAGALCAALAL 10 U GLCE G AL B AN GAGAL RO CAAG ACT LG O OCTC | DEAGTEIC 1 £

Obrazek 16: Vysledek analyzy. V lidském chromozomu ¢islo 19 se nachazi celkem
1422 R-loop. guaninové clustery jsou vyznaceny rudou barvou.
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6 Zhodnoceni vysledkt

Zhodnoceni vysledku jsem se rozhodl rozdélit na dvé ¢asti. Ta prvni se vénuje vy-
stuptim nastroje jako takového. Druha se vénuje porovnani nastroje R-loop-R a na-
stroje Qm-RLFS finder (4). Vybral jsem pokusné sekvence, na kterych demonstruji
rozlozeni R-loop napii¢ sekvenci nukleotidi.

6.1 Vystupy nastroje
Pro analyzu jsem vybral nasledujici sekvence nukleotidii:

« Lidsky chromozom X [NC_000023.11]

 Lidsky chromozom Y [NC_000024.10]

o Lidsky chromozom 11 [NC_000011.10]

e Octomilka (chromozom X) [NC_004354.4]

o Kvasinky (chromozom 11) [NC_001143.9]

o Pes doméci (chromozom 1) [NC_006583. 3]
Cilem zhodnoceni byla demonstrace vykonnosti nastroje u dlouhych sekvenci nuk-
leotidlt a zhodnoceni vystupt néastroje.

Pro analyzu sekvence jsem vyuzil i API, ke kterému jsem se pripojoval pomoci
Python skriptu. Tento skript nahral sekvenci, nad kterou néasledné spustil analyzu.
Jakmile se analyza dokondila, skript ziskal statistickd data o R-loopach a vykreslil
graf rozlozeni R-loop v chromozomu.
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Lidsky chromozom X

Délka sekvence [bp] Pocet R-loop [N]
156 040 895 5231

Podil guaninu v RIZ [%] | Podil guaninu v R-loop [%)]
avg min max avg min max
0.69 0.5 1.0 0.42 | 0.39 0.63

3G-clustery [N] 4G-clustery [N]

sum min max sum | min max
158 693 | 2 223 63615 | O 165

Lidsky chromozom X

5[}0 _\'\"\”—«A‘A/\——fwwh
0 T T T T T

0 20 40 60 80
Delka sekvence [%]

Pocet R-loop [N]

Obréazek 17: Chromozom X z lidského genomu. Jeden z pohlavnich chromozom,
ktery maji Zeny i muzi. R-loopy se soustredi na zacatku sekvence, na jejim konci
a pak asi ve 30 % délky. 1% délky sekvence zde odpovida 1 560 409 nukleovym
bazim.
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Lidsky chromozom Y

Délka sekvence [bp] Pocet R-loop [N]
57 217 458 1422

Podil guaninu v RIZ [%] | Podil guaninu v R-loop [%)]
avg min max avg min max
0.69 0.5 1.0 0.43 | 0.39 0.63

3G-clustery [N] 4G-clustery [N]

sum | min max sum | min max
82572 | 1 240 24552 | 0 165
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Obréazek 18: Chromozom Y z lidského genomu. Dalsi z pohlavnich chromozom,
ktery maji jen muzi (dvojice chromozomi XY). R-loopy se zde soustiedi prevazné
na zaCatku sekvence. Zhruba v 50 % délky sekvence jejich vyskyt témér ustane
a objevi se az ke konci. 1% délky sekvence zde odpovida 572 174 nukleovym bazim.
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Lidsky chromozom 11

Délka sekvence [bp] Pocet R-loop [N]
135 006 516 9454

Podil guaninu v RIZ [%] | Podil guaninu v R-loop [%)]

avg min max avg min max

0.67 0.5 1.0 0.42 | 0.38 0.55

3G-clustery [N] 4G-clustery [N]

sum min mazx sum | min mazx

231636 | 2 161 91825 O 97

Lidsky chromozom 11

1000 A
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Delka sekvence [%]

Pocet R-loop [N]
o

Obréazek 19: Chromozom ¢islo 11 z lidského genomu. V tomto chromozomu je ano-
tovdno spousta proteini spojenych s onkologickymi onemocnénimi (napriklad BR-
CA2), nebo s vyskytem leukémie. Zde je opét nejvice R-loop na zacatku chromozo-
mu. V poloviné ale oproti poklesu vidime pomérné razantni narust vyskytu téchto
struktur. 1% délky sekvence zde odpovida 1 350 065 nukleovym bazim.

Kazdy z lidskych chromozomi, na které jsem se zaméril ma trochu jiné rozlozeni
R-loop. U vsech je stejné to, ze koncentrace jejich vyskytu je vysoka na zacatku
celého chromozomu.

Jako kontrast jsem analyzoval i nékteré typické vzorky ze zvireci fise. Dalsi sekvenci
je genom psa domaciho, konkrétné zmapovaného plemena boxer.
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Pes domaci (Canis lupus familiaris), chromozom 1

Délka sekvence [bp] Pocet R-loop [N]
122 678 785 13 300
Podil guaninu v RIZ [%] | Podil guaninu v R-loop [%]

avg min mazx avg min mazx

0.67 0.5 1.0 042 | 0.38 0.51
3G-clustery [N] 4G-clustery [N]

sum min mazx sum min mazx
309315 | 1 148 135568 | 0 68

Canis lupus familiaris (pes domaci), chromozom 1

500 ~

0+ T

!
0 20 40

Pocet R-loop [N]

60 80

Délka sekvence [%]

Obrazek 20: Chromozom ¢islo 1 z genomu psa domaéciho. Od 80 % délky sekvence se
objevuji velké pocty R-loop. 1% délky sekvence zde odpovida 1 226 788 nukleovym

bazim.
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Octomilka obecna (Drosophila melanogaster), chromozom X

Délka sekvence [bp] Pocet R-loop [N]
23 542 271 359
Podil guaninu v RIZ [%] | Podil guaninu v R-loop [%)]
avg | min max avg | min max
0.67 | 0.5 1.0 0.43 | 0.40 0.49
3G-clustery [N] 4G-clustery [N]
sum | min mazx sum | min max
3238 | 3 29 1260 | 0O 12

Drosophila melanogaster (octomilka), chromozom X

p /AV\A,J\-J\W\/\J\MMVJA"‘\/\_N
0~

0 20 40 &0 80
Delka sekvence [%]

Pocet R-loop [N]

Obréazek 21: Chromozom X z genomu octomilky obecné. Miizeme pozorovat témér
palindromaticky vyskyt R-loop pii pruchodu celym chromozomem. 1% délky sek-
vence zde odpovida 235 423 nukleovym bazim.

Pro posledni vizualizaci jsme si vybral chromozom kvasinek, na kterém jde vidét,

ze ne vzdy se v chromozomu musi vyskytovat R-loopy v poméru k celkové délce
sekvence.
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Kvasinky (Saccharomyces cerevisiae), chromozom 11

Délka sekvence [bp] Pocet R-loop [N]
666 816 5
Podil guaninu v RIZ %] | Podil guaninu v R-loop [%)]
avg | min max avg | min max
0.65 | 0.56 0.7 0.57 | 0.41 0.61
3G-clustery [N] 4G-clustery [N]

sum | min mazx sum | min mazx
68 6 20 4 0 4

Saccharomyces cerevisiae (kvasinky), chromozom 11

2.5 1

0.0 A

|

0

Pocet R-loop [N]

20

40

60 B8O

Délka sekvence [%]

Obrézek 22: Chromozom ¢islo 11 z genomu kvasinek (pivni, pekarské, vinné). Frek-
vence R-loop je velmi nizka. 1% délky sekvence zde odpovidd 6668 nukleovym bazim.

U kvasinek jsem zkousel takto analyzovat i nékteré dalsi chromozomy dané kvasinky,
ziskal jsem ale prakticky stejné vysledky.



6 ZHODNOCENI VYSLEDKU 62

6.2 Porovnani s nastrojem QmRLFS-finder

Ke srovnéni jsem pouzil nastroj QmuRLFS-finder, jehoz vlastnosti popisuji v kapitole
(4). Algoritmus obou néstroju je stejny, zalozeny na matematickych modelech, které
vychdzi z experimentélnich dat naméfenych v laboratori (1, 2). Porovnavam tak
prevazné pouzitelnost nastroje a implementaci.

Vyhody nastroje R-loop-R

1. Udrzitelnost software
Tim, 7e modul vznika podle specifickych pozadavk Akademie véd Ceské re-
publiky a je soucasti webového serveru, ktery je aktivné pouzivan i pro jiné
analyzy, je mozné modul udrzovat stale aktualni. Navic pomoci rychlé zpétné
vazby je zde moznost Upravy a optimalizace analyz.

2. Spojeni s API
Diky napojeni modulu na API mame moznost psat automatické skripty pro
analyzu. Skripty je mozné psat i s verzi QmRLFS-finderu pro prikazovou rad-
ku, neni ale mozné pohodlné pracovat s formatem vystupu. S API se ndm nabizi
mnohem vyssi versatilita skripti, se kterymi mizeme pracovat (volba riznych
vystupt, spojeni analyz a podobné). Muzeme tak ziskat konkrétni data z ana-
Iyzy a ty pak vizualizovat tak, jako v predchozi ¢ésti.

3. Vgkonnost modulu
R-1loop-R je na vstupu schopen piijmout mnohem delsi sekvence. Radové je
nastroj testovany pro stamilionové sekvence, ale je mozné pracovat i s delsimi
sekvencemi nukleotid podle pottreby. Diky pfitomnosti batch modulu je mozné
spustit vice analyz soucasné.

Vyhody nastroje QmRLFS-finder

1. Databaze R-loop
Soucasti nastroje je i databaze R-loop. S touto databazi pracuji molekuldrni
biologové z vyzkumné skupiny, kterd nastroj vyvijela, proto mohou piipadna
data experimentalné ovérit v laboratori.

2. Anotace a vizualizace
Dalsi vyhodou je integrace nastroje s Genome browserem. Uzivatel ma k dis-
pozici vystupni format, ktery je mozné vlozit do browseru jako anotaci genomu
a zaznamenat tak zajimava mista nebo analyzy.

3. Paralelni vldkno
Qm-RLFS finder hleda R-loopy nejen ve sméru 5’—3’, ale dopocita i opacny
Smer.
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R-loop-R Qm-RLFS finder
fasta
Vstup plain text fasta
NCBI ID
Maximalni
velikost | o 5 9000 000 000 nukleotidit | 300 KB ~ 300 000 nukleotidi
vstupni
sekvence
web table
, bed
Vystup CsV
bedGraph fasta
customTrack
API ano ne
Soucasné
spusténi ano ne
analyz
Paralelni
) ne ano
vldkno
Databaze N N
vysledkii ¢ ano

Tabulka 9: Srovnani dvou dostupnych nastroji pro detekci a analyzu R-loop. Ta-
bulka sumarizuje vyhody a nevyhody popsané na predchozi strané.
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7 Zavér

V ramci této diplomové prace jsem vytvoril modul R-1oop-R, ktery je soucasti webo-
vého serveru DNA-Analyser®. Modul slouzi jako interdisciplindrni prostiedek pro
detekci a analyzu lokalnich struktur DNA, konkrétné struktury R-loop.

Lokélni struktura R-loop je v poslednich letech predmétem mnoha védéckych vy-
zkumit v oblasti molekularni biologie. Ukazuje se, ze vyskyt R-loop miize mit vztah
k rozvoji neurodegenerativnich onemocnéni, rakovinného bujeni ¢i celé fady dalsich
onemocnéni. Zaroven prace popisuje procesy probihajici v nukleovych kyselinach
(RNA, DNA), které vedou ke vzniku struktur R-loop. Popis biologické casti ko-
responduje s implementacni casti, aby byl srozumitelnéjsi kontext implementace
analyzy.

Tento nastroj pro detekci struktur R-loop ve zvoleném genomu bude slouzit potie-
bam Akademie véd Ceské republiky. Oproti jedinému stévajicimu nastroji umoz-
nuje analyzu dlouhych sekvenci (celych chromozomi) a diky implementaci parale-
lizace jsou vysledky analyzy rychle dostupné v mnoha vystupnich formatech (csv,
bedGraph, nebo webové rozhrani). Webové rozhrani zpristupnuje uzivateli zakladni
vizualizaci vysledktl, export do souboru pak poskytuje detailni informace o analyze.

Pomoci skriptti je mozné také pouzivat API, pokud je nutné si modifikovat vysledky
pro vlastni potfebu nebo agregovat data. Modul R-1oop-R je mozné nadéle rozsitit
pro optimalni vyhleddvani R-loop v sekvencich nukleotidii.

Béhem prace na modulu jsem vyuzil znacné mnozstvi technologii. Od téch front-
-endovych (vue), pres back-end s databazemi (Java), az po psani podptrnych skripti
(Python) a testl (Groovy). Zaroveil jsem mél moznost pracovat s velkym mnozstvim
dat, coz podnitilo optimalizaci algoritmu. Na konci vznikl funkéni modul, ktery je
schopen analyzovat dlouhé sekvence nukleotidi.

8https://bioinformatika.pef.mendelu.cz/
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A Navod pro lokalni spusténi serveru

Pokud z néjakého diivodu neni mozné vyuzit server https://bioinformatika.pef.
mendelu.cz, je moznost si webovy server sestavit na lokalnim stroji.

A.1 Prerekvizity

Pro lokalni sestaveni serveru je nutné si zazadat o pristup do repozitdre GitLab.
Zdrojové koédy projektu jsou dostupné na adrese https://git.pef.mendelu.
cz/bioinformatics/dna-analyser. Cely modul tykajici se R-loop je zahrnu-
ty jako soucast merge requestu https://git.pef.mendelu.cz/bioinformatics/
dna-analyser/merge_requests/237.

Pro tispésné sestaveni je nutné mit nainstalované v systému nésledujici technologie:

e docker

e docker-compose
e Gradle

e Java SE 8

e NodelJS

e npm

e git

A.2 Sestaveni (build) serveru
1. Nejprve je nutné naklonovat si repozitar

git clone https://git.pef.mendelu.cz/bioinformatics/dna-analyser
&4 cd dna-analyser

2. Build lokélnich databazi (slozka /backend)

Databaze pouzivaji docker image, staci tedy pouze image stahnout z docker
registru.

cd ./backend && docker-compose build
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3. Sestaveni front-endovych zavislosti (slozka /frontend)

Nejprve musime stahnout vSechny knihovny, které front-end pouziva.
cd ./frontend &% npm install
Pak miizeme sestavit soubory pro front-end.
npm run build

4. Sestaveni back-endu (root projektu)

Zdrojové soubory pro server se sestavuji pomoci utility gradle. Nejprve musime
inicializovat novy gradle build a pak je mozné sestavit soubory pro back-endovy
Server.

./gradlew init && ./gradlew build

A.3 Spusténi (run) serveru

Protoze jsou jednotlivé komponenty (databaze, back-end, front-end) na sobé zévislé,
je nutné je spoustét v presné¢ daném poradi.
1. Spusténi databazi
cd ./backend &% docker-compose run
2. Spusténi back-endu
./gradlew bootRun
3. Spusténi front-endu

cd ./frontend && npm run serve

Server je pak dostupny na portu 8080 pres loopback interface:

http://localhost:8080
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