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Abstract
Analysis and Identification of Local DNA Structures

This thesis focuses on designing and implementing new analysis features into the web ap-
plication DNA Analyser. The application is designed for the identification and analysis of
DNA structures. The goal is to expand the platform with tools specialized for identifying
Z-DNA conformations and CpX islands. The thesis also addresses restructuring, modern-
izing, and deploying the application on a production server using container technology.

Keywords: DNA analysis, Z-DNA, CpG islands, DNA structures, bioinformatics, dock-
erization, modular architecture.

Abstrakt
Analyza a identifikdcia lokdlnych Struktir DNA

Diplomové praca sa zameriava na ndvrh a implementéaciu novych analyz do webovej ap-
likdcie DNA Analyser. Aplikécia sliZi na identifikaciu a analyzu DNA Struktir. Cielom
préce je rozsirif platformu o nastroje Specializované na identifikaciu Z-DNA konformacii
a CpX ostrovéekov. Prica sa zaobera aj reStrukturalizdciou, modernizdciou a nasadeniu
aplikdcie na produkény server pomocou technolégie kontajnerov.

Klicové slova: DNA analyza, Z-DNA, CpG ostrovéeky, DNA Struktiry, bioinformatika,
dockerizacia, modularna architektira.
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1 Uvod

Vyvoj néstrojov zameranych na bioinformatiku, ktoré sliZia na analyzu sekvencii DNA
sa stal klicovym pre biomedicinsky vyskum. Takéto ndstroje poskytuji jedinecné moz-
nosti pre lepSie pochopenie mechanizmov medzi génmi a chorobami. Medzi doleZité as-
pekty patria lokdlne $truktiry DNA, ako si Z-DNA a CpG ostrovéeky. Specifické $truk-
tury zohrdvaji vyznamnu ulohu v reguldcii génovej expresie a suvisiacich biologickych
procesoch.

Cielom diplomovej prace je rozsirif funkcionalitu aplikdcie DNA Analyser o nové analyzy
na identifikdciu Z-DNA a CpG ostrovcéekov. Aplikdcia bola vytvorend na pracu s DNA
a RNA sekvenciami, no nezahffia pokrocilé metédy na identifikdciu spomenutych lokal-
nych Struktdr. Prica sa zameriava na implementédciu novych nastrojov do aplikécie, ktoré
umoznia vedeckej komunite efektivne skimat Specifické Struktiry DNA.

Préaca a jej kapitoly postupne predstavia teoreticky rdimec DNA a jej analyzy, sucasné
pristupy a ndstroje, ktoré sa pouZzivaju a podrobne opiSe ndvrh a implementaciu novych
funkcii. Zéroven budu prezentované porovnania na redlnych détach, spolu s diskusiou
0 vyzname a moZnostiach dalSieho vyvoja.
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2

Ciel’prace

Cielom tejto prace je navrhnif a implementovaf nové analyzy do aplikdacie DNA Analyser.
Aplikdcia sliZzi pre identifikdciu a analyzu DNA Struktar.

Zamerom je rozsirif existujicu platformu o néstroje Specializované na hladanie Z-DNA
konform4cii a CpX ostrovéekov. Prica sa zameriava na tieto Specifické ciele:

Implementacia Z-DNA Hunter: Vyvinif a integrovat Z-DNA Hunter pre identifika-
ciu Z-DNA konformaécii. Tento ndstroj umozni efektivne detegovaf Struktiry Z-DNA,
ktoré su klticové pre pokrocily geneticky vyskum.

Implementacia CpX Hunter: Implementovaf CpX Hunter, ktory poskytuje moz-
nosf identifikdcie CpX ostrovéekov. Tento modul prispieva k dolezZitej analyze miest
metyldcie v DNA.

Modernizacia architektiry: Prica zahfia rozdelenie monolitického repozitdra do
moduldrnejSej architektiry a dockerizdciu sluZieb pre zabezpecenie lepSej Skdlova-
telnosti.

VylepSenie CI/CD: Opravif a optimalizovat CI/CD pipeline pre zjednodusSenie vy-
voja a nasadzovania novych verzii. Tento proces zahfiia implementaciu automatizo-
vanych testov, ktoré zabezpecia kvalitu kddu a integracie pri kazdej zmene.

Nasadenie na produkény server: Aplikdcia sa nasadi na produkény server, aby bola
pristupnd vyskumnikom DNA, ktor{ ju vyuZiji pri svojom vyskume.

Celkovo tak praca prindSa modernizaciu a rozSirenie DNA Analyser aplikacie, ¢im sa zlep-
§i jej pouzitelnost a prispdsobi sa aktudlnym potrebam genetického vyskumu.
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3 Nukleové kyseliny

Nukleové kyseliny st biomakromolekulové latky zodpovedné za organiziciu a reproduk-
ciu Zivej hmoty. Vo svojich makromolekuldch nukleové kyseliny uchovévaji a prenédsaju
genetickd informéciu bunky a zabezpecuju prepis danej informécie do Specifickej Strukti-
ry bielkovin [1].

Nukleové kyseliny sa delia na dva typy: ribonukleové kyseliny (RNA) a deoxyribonukle-
ové kyseliny (DNA). Oba typy kyselin maju rozdielnu Struktiru a funkciu [2].

3.1 Ribonukleova kyselina (RNA)

Ribonukleova kyselina, zndma skratkou RNA, je makromolekuldrna zld¢enina zloZena
z ribonukleotidov. Kazdy ribonukleotid sa skladd z nukleovych bdz (adenin, cytozin, gu-
anin alebo uracil), monosacharidu ribézy a jednej alebo viacerych fosfatovych skupin [3].
Hra klucovu dalohu v genetickom kédovani, dekddovani, reguldcii a expresii génov [4].

Je zndme mnozstvo varidcii RNA Struktdr. Existuja tri hlavné typy, ktoré sa vyskytuju
v bunkdch vSetkych organizmov:

1. mRNA (messenger RNA): Hré kliicovu dlohu v proteinovej syntéze. Slizi ako pre-
nosovy molekuldrny vzor pre sekvenciu aminokyselin, ktoré sa maji zostavif do pro-
teinu.

2. TRNA (ribosomal RNA): Je zdkladnym stavebnym prvkom ribozémov, buniek zod-
povednych za syntézu proteinov.

3. tRNA (transfer RNA): Zabezpecuje prenos konkrétnych aminokyselin na ribozém,
kde sa nasledne pripoja k rasticemu polypeptidovému refazcu v procese nazyvany
translacia [3, 5].

RNA virusy st skupinou virusov, ktoré obsahuji RNA ako geneticky materidl. Niektoré
RNA virusy, ako napriklad HIV a SARS-CoV-2, pouZivaju takzvanud reverznud transkrip-
tdzu na replikdciu svojich RNA génov. Reverzna transkriptdza je enzym, ktory dokdze
prepisaf RNA virusu do DNA, ktora sa zacleni do genému bunky [6, 7].

3.2 Deoxyribonukleova kyselina (DNA)

Deoxyribonukleova kyselina (DNA) je molekuldrny pldn Zivota, ktory obsahuje genetické
inStrukcie potrebné pri vyvoji a fungovani vSetkych zndmych Zivych organizmov a mno-
hych virusov. DNA sa sklad4 z dvoch dlhych sto¢enych vldkien, ktoré tvoria dvojzavitni-
covu Spirdlu. Této dvojzdvitnica je pospdjand bazovymi parmi pozostdvajicimi zo Styroch
typov molekul, zndmych ako nukleotidy: adenin (A), tymin (T), guanin (G) a cytozin (C).
Specifické sekvencie tychto bazovych parov tvoria gény. Tie uréuji Struktiru protefnov
areguldciu ich tvorby, ¢o vedie k rdznym funkcidm a vlastnostiam v organizmoch a medzi
organizmami [8].
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Objav Struktdry DNA je pripisovany Jamesovi Watsonovi a Francisovi Crickovi v roku
1953 na zaklade rontgenovych difrakénych snimok, ktoré vyhotovila Rosalind Franklino-
va. Model, ktory navrhli Watson a Crick, ¢asto oznaCovany ako dvojitd Spirdla, poskytol
zéklad pre pochopenie sposobu uchovivania a kopirovania genetickej informdcie. Za svo-
ju précu ziskali v roku 1962 Nobelovu cenu a dodnes patri medzi najvyznamnejSie objavy
v oblasti bioldgie [9].

Replikdcia DNA je nevyhnutny proces, ktory prebieha vo vSetkych Zivych organizmoch
a sluZi na prenos genetickej informacie z jednej generdcie na druhu. Jednd sa o semikonzer-
vativny proces, ¢o znamend, Ze kazdé vldkno povodnej molekuly DNA sliZi ako Sablona
na vytvorenie komplementarneho vldkna. V tomto procese zohrdva kliicovu tlohu enzym
DNA polymerdza. Jeho tloha spociva v adicii novych nukleotidov do rasticeho vldkna
DNA, ¢im je zabezpecend presnd replikdcia genetickej informécie [10].

Informécie v DNA je vyuZivana pri tvorbe proteinov prostrednictvom dvojstupfiového pro-
cesu, pozostavajuceho z transkripcie a transldcie. Pri transkripcii enzym nazyvany RNA-
-polymerdza precita sekvenciu DNA génu a syntetizuje komplementdrne vldkno messen-
ger RNA (mRNA). Tato mRNA potom slizi ako predloha pre translaciu. Kedy sa sek-
vencia nukleotidov premeni na sekvenciu aminokyselin a vytvori protein. Tato ustrednd
dogma molekularnej bioldgie, prvykrat navrhnutd prave Francisom Crickom, zndzorfiu-
je, akym sposobom je vyuZivand genetickd informécia v DNA na tvorbu proteinov, ktoré
reguluji biologické funkcie [11].

Sekvenovanie DNA je proces urcovania presného poradia nukleotidov v molekule DNA.
Zahtnia akukolvek metddu alebo technoldgiu, ktord sa pouZiva na urCenie poradia Sty-
roch baz. Schopnost sekvenovat DNA viedla k mnohym prelomovym objavom v biol6gii
vratane pochopenia genetickych chordb, vyvoja lieCby a forenznych aplikdcii. V rdmci
projektu Iudského genému, ktory vznikol na zdklade medzindrodnej spoluprice, sa v roku
2003 podarilo tspesne sekvenovaf cely Iudsky geném, ¢im bol ziskany neocenitelny zdroj
informdcii pre geneticky vyskum [12, 13].

Nase poznatky o DNA sa neustdle rozSiruju, a tym aj jej vyuZitie. Techniky ako napriklad
CRISPR-Cas9 umoziuji presnud upravu génov, ¢im sa otvaraji moznosti lieCby genetic-
kych portich a mnohych dalSich aplikécii. Tieto vykonné ndstroje vSak vyvoldvaju aj etické
a spoloCenské otazky, ktoré treba starostlivo zvazif, pri pokracovani v skimani a manipu-
l4cii s pldnom Zivota [14].

3.3 Porovnanie RNA a DNA

RNA (ribonukleovd kyselina) aj DNA (deoxyribonukleova kyselina) su kritickymi zloz-
kami bunkovych procesov a zohrdvaja doleZzitd dlohu pri prenose genetickej informécie.
Napriek podobnym tlohdm vykazuja klicové rozdiely v Struktdre, funkcii a stabilite:

......

zatial co RNA je za beZnych okolnosti jednovldknova. Dany Strukturdlny rozdiel
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ovplyviiuje stabilitu a funkénost tychto molekil. Dvojvlaknova Struktira DNA zais-
fuje stabilitu a redundanciu, ¢im je zabezpeceny presny prenos genetickej informécie.
Na druhej strane jednorefazcova povaha RNA umoziiuje jej skladanie do zlozitych
Struktur, o poskytuje moznost vykondvat SirSiu $kdlu funkcif [8].

» Zlozka cukru: DNA obsahuje deoxyribézovy cukor, pricom RNA obsahuje ribo-
zovy cukor. "Deoxy” v slove deoxyrib6za znamend, Ze molekula DNA neobsahuje
atom kyslika, ktory je naopak pritomny v rib6zovom cukre RNA molekuly. Tento
rozdiel ma za nasledok vysSiu stabilitu molekuly DNA oproti molekule RNA, a to
najma v alkalickych podmienkach.

* Dusikaté bazy: V DNA st pritomné bazy adenin (A), guanin (G), cytozin (C) a ty-
min (T), zatial co RNA vyuZziva A, G, C auracil (U) namiesto tyminu. Tato variabilita
v zloZeni baz ovplyviiuje sposob, akym dané molekuly interaguju s dal$§imi bunko-
vymi zloZkami.

* Funkcia: Hlavnou funkciou DNA je dlhodobé uchovavanie genetickej informécie.
Funguje ako predloha pre vSetky proteiny a iné molekuly, ktoré bunka produkuje.
Na druhej strane funkcie RNA st rozmanitejSie a zahfiiaji syntézu bielkovin (mR-
NA), katalyzaciu biochemickych reakcii (ribozémy), Strukturdlne ulohy v ribozéme
(rRNA) a dalSie.

e Umiestnenie: DNA sa nachddza predovsetkym v jadre bunky, pricom RNA je pri-
tomné v jadre aj v cytoplazme bunky. Dané rozmiestnenie odrdZa ich rozdielne dlohy
v bunke. DNA zostdva v chrdnenom prostredi, zatial co RNA sa pohybuje, aby plnila
svoje funkcie [15].

Je ddlezité poznamenat, Ze z tychto v§eobecnych pravidiel existuji vynimky. Napriklad
niektoré virusy vyuZivaja ako geneticky materidl RNA alebo niektoré molekuly RNA mo-
7u mat dvojvldknové Struktiry [16].

Na obrazku ¢islo 1, mdZeme vidiet grafické porovnanie Struktiry DNA a RNA a ich nuk-
leovych bézi.
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Obrazok 1: Porovnanie Struktiry RNA a DNA a ich nukleovych bézi [17].

3.4 Struktira dvojzavitnice

Dvojita Spirdla nukleovych kyselin je zdkladnd Struktdra, ktord mdze tvorif deoxyribo-
nukleové kyselina (DNA) aj ribonukleova kyselina (RNA). Jednd sa o ustredny pojem
molekuldrnej bioldgie. Ako sa uz spominalo v sekcii ¢islo 3.2 bola objavend Jamesom
Watsonom a Francisom Crickom v roku 1953 [9].

Dvojita Spirdla pozostava z dvoch vlakien nukleovych kyselin, ktoré sa vind v opa¢nych
smeroch a vytvdraju Spirdlovu Struktiru. VIdkna sa skladaja z nukleotidov, ktoré sa skla-
daju zo sacharidu (deoxyrib6za v DNA a rib6za v RNA), fosfatovej skupiny a jednej z du-
sikatych baz (adenin, tymin, cytozin a guanin v DNA a adenin, uracil, cytozin a guanin
v RNA) [15].

Nukleotidové bazy z oboch vldkien interaguju v strede Spirdly a vytvéraju vodikové vizby,
ktoré zabezpecuju stabilitu Spirdlovej Struktiry. Parovanie bdz je Specifické: adenin (A)
sa v molekule DNA péruje s tyminom (T) a v molekule RNA s uracilom (U), cytozin
(C) sa paruje s guaninom (G) v molekule DNA aj molekule RNA. Dané komplementdrne
parovanie baz je podstatou replikdcie a transkripcie, ktoré su zdkladom Zivota [8].
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V Struktire dvojitej Spirdly je tiez pritomnd hlavnd a vedlajSia drazka, ktoré tvoria priestory
medzi dvoma vldknami DNA. Tieto draZky zohrdvaji dodlezitu ulohu pri interakcii DNA
s proteinmi pocas procesov transkripcie a replikacie. Hlavna drazka je SirSia ako vedIlajSia
drézka a obe predstavuju miesto pre naviazanie proteinov [18].

Kazdé vladkno DNA ma dva konce oznacované ako 3’ (tri-prim) a 5° (paf-prim). Orienta-
ciu vldkna definujd prave dané konce. Su urcené tym, ako je pripojeny fosfat a cukor. Na
5’ konci je fosfatova skupina viazand na piaty uhlik sacharidu. Koniec 3’ viazZe volnua hyd-
roxilovi skupinu k tretiemu uhliku. Konce st dolezité pri replikacii DNA, pretoze DNA
polymeraza dokdze syntetizovaf nové vldkno len od 5° ku 3’ koncu. Vedie to k tvorbe
kontinudlneho predného vldkna a diskontinudlneho oneskoreného vldkna pocas replika-
cie [18].

Objav dvojSpirdlovej Struktiry DNA bol kli¢ovym momentom vo vede. Otvoril cestu
mnohym pokrokom v oblasti genetiky a pochopenie jej Struktiry a funkcie je nevyhnutné
pre mnohé oblasti biologického vyskumu. Je to dokaz zloZitosti a elegancie Zivota na
molekuldrnej drovni.

34.1 B-DNA

B-DNA je najbezZnejSia forma DNA v Zivych organizmoch a viac¢Sina ludi sa odkazuje prave
na fiu, ak hovori o Struktire DNA. Prvykrat ju predstavili James Watson a Francis Crick
v roku 1953, ktori deklarovali, Ze DNA existuje ako pravotociva dvojitd Spirdla so Specific-
kou schémou parovania bdz: adenin (A) s tyminom (T) a guanin (G) s cytozinom (C) [9].

Struktiira B-DNA sa vyznacuje pravotoivou dvojitou $pirdlou s priemerom pribliZne 2
nanometre. Tvori ju okolo 10,5 pdrov baz na jeden zdvit, pricom kazdy par baz je od
seba vzdialeny zhruba 0,34 nanometra. Sacharidovo-fosfatové kostry oboch vldkien tvoria
vonkaj$iu stranu Spirdly, pricom bédzy sd orientované dovnutra Spirdly a tvoria Specifické
vodikové vizby, ktoré zabezpecuju stabilitu spojenia vldken. [19].

Dvojzédvitnica B-DNA m4 hlavnd a vedlajSiu draZku roznej Sirky. Tieto drazky sliZia
ako vidzobné miesta pre proteiny viazuce DNA, ktoré zohrdvaji klic¢ovi dlohu v biolo-
gickych procesoch, ako je replikdcia, transkripcia a oprava DNA. Sir$ia hlavnd drdzka
umoZziiuje proteinom interpretovat sekvenciu DNA bez toho, aby doslo k oddeleniu dvoch
vldken, ¢o poskytuje mechanizmus reguldcie génov [8].

Objasnenie Struktiry B-DNA bolo zdsadnym momentom v dejindch vedy, ktory otvo-
ril oblast molekularnej biolégie. Umoznilo ndm to pochopif, ako sa uchoviva a prenasa
genetickd informdcia, a tvori zdklad technik, ktoré su dnes zdsadné pre biotechnol6giu
a medicinu [15].

V ukdzke DNA kdédu ¢islo 1 je zobrazeny usek Iudskej B-DNA sekvencie v textovej re-
prezentacii nukleotidov.
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.. .CCTTAGGGCAGCCCTAGGCGCAGCGGTGCAAGGAGAGCCACATTTACCCCTGGCGCTGCACGGCCC
TGAGGCTGGGCAAGGCTGTCCACCCCGCTGTCAGAACCCCAGCAGGGAAGGTGTCCAGAAGGCAGTCCT
GGAACCCTGCACAGAGGCCCAGCGGGCACAAGGTTGGGGCAGCTCTGTTCCCAGCAGGCCGAGCCCGGG
TGGCTGGAGAGGGAGCTCTGGAAGGTCAGCCTAGGGGCCGTCGGCCCCTGCAGACCCTGTGCCCAGCCC
AGCATCCCGGGGAGCTCCCTCCACATGCTCATCTCACGAGGTTCCTGCTGCACTCAGAGTGGAGGA.. . .

Kéd 1: Ludsky B-DNA kdéd vzorku GRCh38.p14 Chr8 [20]

34.2 A-DNA

A-DNA je jednou z mnohych dal$ich foriem, ktoré mdze molekula DNA nadobudnut. Ttto
konkrétnu formu DNA prvykrat navrhla Rosalind Franklinové v 50. rokoch 20. storocia
a Strukturdlne sa 1i8i od zndmejSej B-DNA, Co je forma, ktord DNA zvyc¢ajne nadobtida
za fyziologickych podmienok [21]. T4to forma je opisand v sekcii ¢islo 3.4.1.

A-DNA je pravotocivd dvojitd Spirdla podobnd B-DNA, ale ma kratSiu a SirSiu Struktiru.
Spirdla ma 11 pdrov baz na ototku v porovnani s 10 parmi baz v B-DNA a dané bazy
sa naklanaj vzhladom na os Spirdly. Vysledkom tychto Strukturdlnych rozdielov je hlboka
auzka hlavna drdzka a plytka a Sirokd vedlajSia draZka, na rozdiel od uzsej vedlajSej drazky
a SirSej hlavnej drazky v Struktdre molekuly B-DNA [22].

Za normélnych fyziologickych podmienok sa A-DNA sa zvycajne nevyskytuje, ale moze
sa tvorif v dehydrovanych vzorkdch DNA a RNA alebo v hybridnych duplexoch DNA-
-RNA. A-DNA bola pozorovand v niektorych komplexoch protein-DNA a méZe zohravat
ulohu pri rozpozndvani DNA proteinmi. Predpokladd sa tiezZ, Ze ovplyviiuje formova-
nie Z-DNA, dalSej alternativnej Struktiry DNA, pocas procesu transkripcie [23], opisanej
v sekeii ¢islo 3.4.3.

Objav A-DNA pomohol objasnif plastickost molekuly DNA a jej potencidlnu tlohu v bio-
logickych procesoch, ktord je nadalej predmetom vyskumu. Pochopenie roznych foriem,
ktoré mdze DNA nadobudat, je klic¢ové v oblasti Strukturdlnej biologie. MdZe ovplyvnit
sposob interakcie DNA s proteinmi a inymi molekulami, a tym zohravat ilohu pri regulécii
genetickych funkcii.

3.4.3 Z-DNA

Z-DNA, Tavotociva dvojSpirdlova Struktira DNA, je jedine¢nd forma, ktora sa odchyluje od
pravotocivej Struktiry B-DNA navrhnutej Jamesom Watsonom a Francisom Crickom [24].
Jednd sa o vysoko polymorfni biomolekulu s mnozstvom identifikovanych alternativnych
Struktdr, z ktorych mnohé st spojené so Specifickymi bunkovymi funkciami [25]. Z-forma
DNA, ktor4 je pre tato pracu klucova, sa lisi od predchdadzajicich dvoch foriem tym, Ze
je lavotociva a obsahuje lokdlne zdkruty refazca DNA. Najma sa vSak objavuje pri vysky-
te Specifickych sekvencii, kedy sa striedaji purinové a pyrimidinové bazy (pu-py) [26].
Zvycajne ide o sekvencie:
(GCO)" alebo (GT)"



3.4 Struktdra dvojzavitnice 15

Struktira molekuly Z-DNA je diametrdlne odlind od beZnej$ej B-DNA. Z-DNA vznikd
za urcitych podmienok, kedy si DNA sekvencie bohaté na cytozin a guanin zaporne stoce-
né. Tito Struktira je stabilizovanou syn konformaciou guaninovych baz. Spirdla sa vinie
dolava zig-zag, odtial pochddza jej ndzov Z-DNA. Hlavna drdzZka je tizka a hlboka, zatial
¢o vedIajSia drazka je Sirokd a plytkd [26].

Tvorbu Z-DNA ovplyviiuji rozne faktory vratane sekvencie, superhelixovej hustoty a pri-
tomnosti urcitych proteinov. Na predpovedanie vzniku Z-DNA v prirodzene sa vyskytu-
jucich sekvencidch bol vyvinuty pocitatom podporovany termodynamicky pristup. Tento
pristup vyuZiva termodynamické parametre na predpovedanie potencidlu tvorby Z-DNA,
¢im poskytuje cenny ndstroj na pochopenie biologickych dloh Z-DNA [24].

Z-DNA zohrava vyznamnu ulohu v bunkovych procesoch organizmov. Predpoklada sa,
Ze Z-DNA sa mdze podielaf na regulacii transkripcie, kedZe sa Casto nachadza v oblas-
tiach aktivnych génov [25]. Prechod z B-DNA na Z-DNA a spif je dynamicky proces,
ktory moze byt ovplyvneny podmienkami prostredia a pritomnostou urcitych proteinov.
Napriklad komplex podobny kubdnu, kyselina europium-L-aspardgova, moze pri fyziolo-
gickom pH rozliSovat medzi Struktirami DNA a selektivne stabilizovat DNA, ktord nie je
B-formy, ale destabilizovaf ostatné. Tento komplex dokdze za podmienok s nizkym obsa-
hom soli pri fyziologickej teplote konvertovat B-formu DNA na Z-formu a tento prechod
je reverzibilny, podobne ako pri RNA polymerize, ktord meni rozviti DNA na Z-DNA
a po transkripcii ju konvertuje spaf na B-DNA [27, 28, 29].

Analyza Struktdr Z-DNA v genomickych sekvencidch je doleZitou sucasfou pochopenia
ich biologickych funkcii. Termogenomické analyzy boli pouZité na identifikaciu sekven-
cif s vysokou nachylnosfou na prijatie lavotocivej Z-DNA. Je ddlezité zdoraznif, Ze tieto
analyzy identifikuji sekvencie s vysokym potencidlom vyskytu Z-DNA, nie so stopercent-
nou urcitostou vyskytu danej konformécie v skimanom géne [25].

Zaverom mozno povedat, Ze Z-DNA je fascinujica a jedine¢na forma DNA, ktord zohrava
vyznamni tdlohu pri reguldcii génovej expresie. Stidium Z-DNA nadalej poskytuje cenné
poznatky o komplexnom svete Struktiry a funkcie DNA [26].

Obrazok cislo 2 zobrazuje porovnanie Struktir A-formy, B-formy a Z-formy DNA.
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Obrazok 2: A-DNA (vlavo), B-DNA (v strede), a Z-DNA (vpravo) konformécie DNA [30].

V roku 2010 bol prostrednictvom pocitacovej simuldcie objasneny presny atomarny me-
chanizmus vzniku Z-DNA [31]. Tieto zistenia boli neskor experimentdlne potvrdené po-
mocou testov SmFRET. Jednd sa o techniku vyuZivajicu fluorescenciu na meranie vzdia-
lenosti na molekuldrnej trovni [32].

Transformacia DNA z pdvodnej B-formy na Z-DNA je spdsobend vznikom dvoch B-Z spo-
jov, medzi ktorymi sa vytvéra usek Z-DNA. Tento transformovany tsek sa ¢asto oznacuje
ako zip [31]. Cely proces sa deli do dvoch fdz, ako je zobrazené na obrazku ¢islo 3:

1. Nukledcia - uvolnenie vodikovych vizieb

2. Propagicia - posun B-Z spojov smerom k opacnym koncom
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Obrazok 3: Vznik Z-DNA z pévodnej B-DNA pomocou B-Z spojov [10].

Predpoklada sa, Ze pritomnost Z-DNA v Tudskom gendme je spojend s vyskytom mnohych
ochoreni. Medzi tieto ochorenia sa radi napriklad Alzheimerova choroba, lupus, Mendel-
ské choroby a pravdepodobne aj niektoré formy onkologickych ochoreni [33, 34].

V ukédze DNA koédu &islo 2 je zobrazeny Tudsky gendm s viacerymi Struktdrami Z-DNA
konformécii.

CCTTAGGGACACACACACACACACGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCACACACATACACCACACACACAGCCCTTAG
GGCAGCCCTGGGTGTGCACGCGCGCGCGCGCGCGTGTGTGTGTGCGTGTTACAAACACCTTAGGGCAGCCCTCC
TTAGGGCAGCCCTGCGCGCACGCGCGCCCACGCACGCACGCGCACGCCGCACGGGCCTGCCTTAGGGCAGCCCT
CCGCGCGCGCGCGCGCCATTGTGTGGCTGGACTCGGCCGCCCCTGTGGCCTTAGGGCAGCCCTCCCCTTAGGGC
AGCCCTCCGTGGGTGCGTGCGTGTTCCTCCTTAGGGCAGCCCTCCTCAGAACCCCAGCAGGGAAGGTGTCCAGC

Kéd 2: Ukdzka Z-DNA Struktdr v ITudskom genéme, ktoré boli predikované a experimen-
talne overené [35]

3.5 Analyza DNA

Pokrok v analyze DNA Struktiry, konkrétne v Stidii Z-DNA, je vyrazne podporovany
vyuZzitim pocitacov. Z-DNA, ktora je lavotocivou formou DNA, je ovplyvnena sekvenciou
a mierou negativneho supercoilingu, teda rozfahovania molekuly DNA, ktorym prechadza.
Na skumanie dlhych sekvencii prirodzene sa vyskytujicej DNA a identifikdciu kombindcii
nukleotidov, ktoré majt vysoku predispoziciu k tvorbe Z-DNA, bol vytvoreny pocitacovy
program nazvany Z-hunt. Tento program vyuZiva Statisticko-mechanicky model, ktory
je zaloZeny na empiricky stanovenych energetickych parametroch prechodu z B-DNA do
Z-DNA [24]. Ukazku vysledkov programu Z-hunt zobrazuje obrazok cislo 4
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V ramci rozsiahlej Stddie boli identifikované a zmapované mozné sekvencie Z-DNA
vo viac ako milién bazovych parov ludskej DNA, zahriiujic 137 kompletnych génov. K to-
mu bol vyuZzity pocitatovy program Z-Hunt-II, ktory aplikuje striktnd termodynamicku
vyhladdvaciu stratégiu na mapovanie vyskytu lavotocivej Z-DNA v genomickych sekven-
cidch. Analyza odhalila, Ze potencidlne sekvencie tvoriace Z-DNA sa v Tudskych génoch
vyskytuji pomerne ndhodne, pri¢om st vicsinou lokalizované na 5° koncoch génov [28].

Pokrocilé biomedicinske vypoctové centrum (ABCC) systematicky identifikovalo gend-
mové oblasti, o ktorych sa predpokladd, Ze tvoria kazdd kandidédtsku Struktdru non-B
DNA, vratane Struktir Z-DNA, a umiestnilo ich do non-B databézy. Tato databdza posky-
tuje komplexny zoznam predpovedi alternativnych Struktir DNA a umoziuje vyskumni-
kom prelinaf informdcie o non-B DNA s poziciami zndmych zmien v genéme [36].
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Obrazok 4: Graf zndzoriujici potencidlne miesta Z-formy DNA oproti experimentdlnemu

urceniu. Graf A zndzorfiuje experimentalny odhad Z-DNA a graf B zobrazuje vysledok
pravdepodobnosti za pouZzitia programu Z-hunt [24].

Vyuzivany ndstroj non-B DNA Motif Search Tool zahfia Siroku Skalu funkcii na predpove-
danie Struktir, ktoré nie su sicastou beznej Struktiry B-DNA. Medzi tieto Struktiry patri
napriklad Tavotocivd Z-DNA. Algoritmus je navrhnuty tak, aby identifikoval striedavé pu-
rin-pyrimidinové sekvencie, ktoré pravdepodobne prechddzaji z pravotocivej B-DNA do
lavotocivej Z-DNA konformacie [36].

Aktualizovany algoritmus Z-DNA v non-B DB v2.0 vyhladdva sekvencie s dizkou naj-
menej 10 nukleotidov, pri¢om osobitne vyluuje AT/TA dinukleotidov, pre ich nestabilitu
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pri tvorbe Z-DNA. Implementicia algoritmu presla z jazyka Perl do jazyka C aby dosiahla
vysS$iu rychlost [36].

Tento ndstroj, hoci je jeden z najpouzivanejSich, ma velkd nevyhodu v tom, Ze nie je pris-
posobitelny, a ako uz bolo spomenuté vyluc¢uje kombindcie AT/TA bazovych parov. Dana
skuto¢nosf predstavuje problém, vzhladom na to, Ze Z-DNA sa moZe formovaft aj s bazo-
vymi parmi AT/TA, a teda existuje moznost, Ze d6jde k vynechaniu vyznamnych vysled-
kov [37]. Rovnako sa v algoritme vyskytuje chyba, ktord spdosobi, Ze nenastane detekcia
Z-DNA konformdcie na zaciatku pripadne na konci sekvencie [38].

3.6 CpG ostrovceky a ich epigenetika

CpG ostrovceky (CpG Islands) su kratke dseky DNA sekvencie, ktoré su charakterizované
vysokou pocetnosfou CG dinukleotidov s ohfadom na iné regiony. Typicky sa nachddzaji
v promotéroch génov a sui vyznamné pre reguldciu génovej expresie. Priblizne 70% gé-
novych promotérov je v fudskom genéme spdjanych s CpG ostrovéekmi, ¢o poukazuje na
ich ddlezitosf pri riadeni iniciacie transkripcie [39, 40].

3.6.1 Charakteristika CpG ostrovéekov

CpG ostrovceky su zvyCajne dlhé 200 az 2000 bazovych parov s vysokou koncentraciou
CG dinukleotidov. V porovnani s inymi oblastami v génoch st menej metylované, ¢o
prispieva k viacSej otvorenosti a tym sa ulah¢i aktivécia transkripcie danej Casti DNA [39].

3.6.2 Vyznam metylacie

Metylécia je biochemickd modifikdcia DNA. Proces zahffia pridanie metylovej skupiny
(—CH3) k cytozinovej baze v sekvencii DNA, konkrétne na CpG dinukleotidov. Redkcia
je katalyzovand enzymami nazyvanymi DNA metyltransferaty [41].

Metylacia CG v miestach CpG ostrovéekov moZe viest k utlmeniu expresie génov. Toto je
klticovy mechanizmus pre deaktiviciu chromozénu X, imprintovanie a utiSenie génov pre
zarodo¢nu liniu [41]. Nepravidelné vzorce metyldcie, ako metylované CpG ostrovéeky,
su povazované za abnormality spdjané s rdznymi ochoreniami, medzi ktoré sa radia aj né-
dorové ochorenia. Napriklad hypermetylacia, teda zvySenie miery metylacie, moZe viest
k zniZeniu aktivity génov, ktoré za normalnych okolnosti napoméhajui potlacat karcino-
genézu. Zneaktivnenie takéhoto génu vedie k nekontrolovatelnej proliferdcii nddorovych
buniek [42, 43]. Naopak hypometylécia, teda zniZenie miery metyl4cie, vedie k aktivécii
onkogénov, ¢o mdze mat za nasledok vznik urcitych druhov zhubnych ochoreni [44].

3.6.3 Vyskum a klinické dosledky

Pochopenie mechanizmu, ktory reguluje metylaciu CpG ostrovéekov, mé signifikantny
vyznam pre zdkladnd vedu aj klinickd prax. Otvdra nové cesty pre vyvoj cielenych epi-
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genetickych terapii, ktoré mozu upravovaf a regulovaf aberantné metyla¢né vzorce, ktoré
sa spdjaju s chorobnymi stavmi [45, 42].

3.6.4 Ukazka CpG ostrovcku v sekvencii

V nasledujicej vzorovej DNA sekvencii ¢islo3 o velkosti 700 nukleotidov sa nachiadza
jeden ostrovéek (oznaceny Cervenou farbou). Aby bola urcitd sekvencia DNA oznacend
za CpG ostrovéek musi spliiaf parametre ako s napriklad minimalny podiel G a C 50%,
dl7ka minimalne 200 nukleotidov a iné. Dizka vzorového CpG ostrovéeka predstavuje
398 nukleotidov.

3.7 Analyza a vyhladavanie

Detekcia a analyza CpG ostrovéekov je momentdlne dostupnd niekolkymi vypoctovymi
modelmi. Kazdy z nich je dizajnovany na identifikdciu regiénov bohatych na CG pary.
Aj ked’su tieto ndstroje povazované za uzito¢né, kazdy z nich obsahuje niekolko limitécii,
ktoré obmedzuju ich vyuZitie.

3.7.1 CpG Island Searcher

Nastroj CpG Island Searcher identifikuje ostrovéeky na zdklade pozorovanych C a G nuk-
leotidov. Dand implementécia sa riadi prisnymi kritériami ako pomer pozorovanych a oca-
viac ako 50% v skiimanej sekvencii. Aj ked sa tento ndstroj so svojimi striktnymi poZzia-
davkami javi ako jeden z najlepSich, v sucasnej dobe uZz nie je k dispozicii. Momentélne
je dostupnych niekolko novych implementécii rovnakého algoritmu, ale kazdy z nich vy-
Zaduje znalost programovania [40].

Nastroje na vyhladdvanie CpG ostrovcekov, ktoré sa odvijaji od algoritmu navrhnutého
v priloZenej Studii [40] je napriklad Python skript od Michala Urbana [46] alebo imple-
menticia v Cython-e od Lucasa Nella [47].

3.7.2 MethPrimer

MethPrimer je ndstroj ur¢eny na navrhovanie primerov (kratkych dasekov DNA) pre bisul-
fitové PCR a metylacné analyzy. Funguje tak, Ze po precitani sekvencie DNA identifikuje
CpG ostrovceky, teda oblasti s vysokou koncentraciou dinukleotidov CG. Tieto ostrovcéeky
maju Casto regulativny vyznam, kedZe metyldcia v ich oblasti méZe vyznamne ovplyvnif
expresiu génov.

V kontexte bisulfitovej PCR, ktora sa pouZiva na detekciu metyldcie DNA, MethPrimer
navrhuje primery na amplifikéciu tychto CpG ostrovéekov po konverzii bisulfitom. Této
chemickd dprava meni nemetylované cytosiny na uracil, zatial o metylované cytosiny
ostavajui nezmenené, ¢o umoznuje identifikovat miesta metylacie.
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Aj ked je MethPrimer uzito¢ny ndstroj, niekedy generuje nespravne vysledky alebo ne-
spravne identifikuje CpG ostrovéeky. Preto sa odporic¢a dokladne skontrolovaf a ru¢ne
vybraf primery, aby sa zabezpecila presnost v identifikacii CpG ostrovéekov a nasledne;j
metylacnej analyze [48].

3.7.3 EMBOSS CpGplot

Aplikdcia EMBOSS CpGplot patri medzi balik nastrojov EMBOSS. Balik nistrojov EM-
BOSS je vysoko konfigurovatelny na analyzu DNA a na vyhladdvanie regiénov bohatych
na CG dinukleotidy. Napriek svojej flexibilite, moZe byt vykonnost nastroja pre jednotlivé
gendmy nekonzistentnd. Jednd sa hlavne o atypické alebo menej charakterizované sekven-
cie. Tato variabilita obmedzuje jeho t¢innost v porovnavacich genomickych vyskumoch,
kde sa vyZaduje rovnaka citlivost u r6znych druhoch genému [49].

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGCGCGCG
CGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCG
CGCGCGCGCCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGGCGCGCGCGC
GCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAA

Kéd 3: Ukazka CpG ostrovéeku v DNA sekvencii. CpG ostrovéek je oznaceny Cervenou
farbou [50].

3.8 DNA Analyser

DNA analyser je webova aplikécia, SpecifickejSie rich internet application (RIA), ktord
je hostovan4 na serveroch Biofyzikdlneho tstavu Akadémie vied Ceskej republiky. Ap-
likacia zabezpecuje Siroku Skalu analyz DNA sekvencii. Integruje viaceré nastroje, ktoré
sliZia na rozne aspekty vyskumu gendémov, od identifikdcie Specifickych Struktir aZ po
prognézu funkénych a vyznamnych miest v sekvencii. Tato platforma slizi ako zdklad-
ny zdroj pre vyskumnikov, ktori pracuji na pochopeni komplexnej genetickej informéacie
a jej dosledkoch v biologickych systémoch. Této aplikacia bola vyvinutd vdaka spolupraci
Ustavu informatiky na Mendelovej univerzite v Brne a Biofyzikélneho dstavu Akadémie
vied Ceskej republiky [51].

Aplikdcia a jej ndstroje st implementované ako Singe-Page Application (SPA) s pouZitim
REST API. PouZiva technoldgie Vue.js pre frontend a Java s pouZitim Spring frameworku
pre backend. Tato kombindcia umozZiuje nezavislé fungovanie na hardware klienta, pre-
toZe vSetky vypocty st vykondvané na strane serveru. Aplikdcia podporuje r6zne druhy



3.8 DNA Analyser 22

importov sekvencii, ako je import priamo z databdzy NCBI, upload stiboru alebo manudl-
ne zadanie DNA/RNA sekvencie. Vdaka jej architektire umoziuje analyzy od kratkych
usekov DNA az po celé chromozémy [52, 53].

3.8.1 G4Hunter Web Application

Webova aplikdcia G4Hunter je ndstroj vyvinuty na ulahcenie predikcie G-quadruplexov
(G4) v sekvenciach DNA a RNA. G4 je Specidlna Struktura, ktord vznikd ked’ sa guaninové
bazy spoja a vytvoria Stvorvlaknovu Struktdru. Ide o webovu verziu povodného algorit-
mu G4Hunter, ktord vylepSuje pouZivatelsku skisenost a jednoduchost pouZitia. Dopliia
grafické rozhranie a odstranuje potrebu lokdlnej inStaldcie software-u [54, 52].

Aplikdcia poskytuje pouZivatelsky privetivé prostredie na rozbor sekvencii a integruje sé-
riu néstrojov, ktoré pomahaju pri identifikdcii a analyze potenciondlnych sekvencii, kde
mdze dojst k tvorbe quadruplexov. Je navrhnutd tak, aby vyhovovala za¢inajicim aj sku-
senejSim vyskumnikom a to tym, Ze poskytuje jednoduchy analyticky postup, ako je napri-
klad nastavovanie parametrov algoritmu. Analyza beZi na pozadi a po dokonceni pontikne
vysledok a graficku vizualizaciu [52].

UmoZziuje zobrazenie vysledkov v niekolkych formatoch. Medzi ne patri interaktivna he-
atmap a detailné popisy sekvencie. Tieto vizualizdcie napoméhaju pouZivatelovi jedno-
ducho interpretovaf data a identifikovaf vyznamné regioény v sekvencii. Aplikdcia pontika
export vysledkov v CSV forméte pre pripadné dalSie spracovanie. TaktieZ existuje moz-
nosf exportovania do bedGraph [52].

Validacné testy potvrdzuji, Ze webova aplikdcia poskytuje rovnaké vysledky ako origi-
nal G4Hunter napisany v jazyku Python2. Prinos webovej verzie je okrem spomenutych
vyhod aj vo vylepSenej rychlosti a pouzitelnosti. TaktieZ umozZiuje spracovavat vicsie
datové sety a komplexnejSie dotazy, ¢im ulahcuje Sir§i vyskum v oblasti genetiky [52]

3.8.2 G4Killer Web Application

Jednd sa o ndstroj, ktory priamo sivisi s G4Hunter spomenutym v sekcii 3.8.1. Slizi na
zjednodusSenie vyskumu quadruplexov. UmoZziiuje raciondlne dizajnovanie mutécii, ktoré
zniZuju sklon k tvorbe G4. Aplikacia G4Killer vyuZziva zavedeny algoritmus G4Hunter
na analyzu a ndvrh minimdlnych mutacnych zmien, ktoré su potrebné na zniZenie skore
G4Hunter v sekvencii [55].

Pouzivatelovi je umozZnené zadaf do nastroju jednu alebo viac sekvencii DNA a urcif cie-
Tové maximdlne skére G4Hunter, ktoré by mutacie nemali prekrocif. Aplikacia na zakla-
de analyzy navrhne mutdcie, ktoré dosiahnu predom uréené skére s minimdlnym poctom
zmien, ¢im sa zachovd integrita povodnej sekvencie v ¢o najvyssej moznej miere. Vysled-
ky mo6Zu obsahovaft viacej moznosti mutdcie danej sekvencie, ktord obsahuje opakujice
sa alebo podobné stopy bohaté na G. Vysledky su vizualizované v intuitivhom rozhrant,
ktoré umoZziiuje porovnanie a vyber optimdlnej zmutovanej sekvencie [55].
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G4K:iller funguje na zdklade breadth-first search (BFS) algoritmu, ktory ma za ciel efektiv-
ne preskimat vSetky moZné mutacie a zabezpecif minimalnu muta¢ni cestu. Okrem o0so-
bitnej implementécie, sa taktieZ implementoval priamo do nastroju G4Hunter, ¢o umoz-
fiuje plynuly prechod od predikcie k ndvrhu muticie. Néstroj vyrazne ulahcuje a urychluje
pracu hlavne vyskumnikov zaoberajicich sa genomickou stabilitou, transkripcnou regulé-
ciou a terapeutickym potencidlom quadruplexov [55].

3.8.3 R-Loop Tracker Web Application

Nastroj pre detekciu a analyzu R-loop Struktdr v genomickych DNA sekvencidch sa nazyva
R-Loop Tracker. R-loop je trojvlaknov4 Struktdra nuklovej kyseliny, ktord sa skladd z hyb-
ridu RNA-DNA a posunutej jednovldknovej DNA. Tato Struktira je vyznamnd vzhladom
na jej ulohu pri zvySenej mutagenéze a inych bunkovych dysfunkcidch stvisiacich s ocho-
reniami ludstva [53].

Nastroj podporuje dva modely pre detekciu. Zameriava sa na identifikdciu guaninovych
zoskupeni iddcich za sebou. Dané zoskupenia st kritické pre tvorbu R-loop formécie. Vy-
sledky sa prezentuji pomocou interface-u, ktory zahfiia heatmap-u lokécii R-loop Struk-
tur a detailnu anotaciu kazdého detekovaného vysledky. Rovnako ako G4Hunter, aj tento
ndstroj umoZziuje export vysledkov do CSV a bedGraph formétov na pripadné dalSie spra-
covanie [53].

Tento komplexny néstroj sa nezameriava iba na detekciu, ale pomaha aj pri analyze R-loop,
pricom dava do suivisu genomické udaje s potencidlnymi biologickymi dosledkami [S3].

3.8.4 Palindrome Analyser

Palindrome analyser je komplexny webovy néstroj, vytvoreny medzi prvymi v aplikécii
DNA Analyser. Je urCeny k identifikacii a rozboru invertovanych opakovani (palindré-
mov) v nukleotidovych sekvenciach. Palindromy sd schopné vytvarat klicové Struktiry
DNA, napriklad kriZové formy (cruciform). Takéto Struktiry majd vyznamny vplyv na
replikdciu génov, expresiu a stabilitu nukleozomov. Okrem iného sa podielaji na vzniku
onkologickych ochoreni, neurodegenerativnych poruchédch a inych chor6b. [56].

Analyzétor poskytuje detailné informécie o vlastnostiach invertovanych opakovani vréta-
ne ich dizky, velkosti sludiek, nepresnosti alebo energie vyZadovanej na vytvorenie cru-
ciform-u. User-friendly prostredie ponutka interaktivne grafické zndzornenie distribucie
a podrobnych charakteristik ndjdenych palindromov. Podporuje pokrocilé moznosti vy-
hladdvanie a triedenia na zdklade dlZky repeticie, dizky slucky a poétu nezhodnych nuk-
leotidov. Tento nastroj ma schopnost paralelizovaf svoje vypocty, ¢o vyrazne skracuje ¢as
na spracovanie velkych genomickych sekvencii [56].
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3.8.5 p53 Predictor

Prediktor proteinu p53 je Specializovany komponent nastroja Palindrome Analyser, pred-
staveného v sekcii 3.8.4, ktory je urceny na zhodnotenie podobnosti sekvencii DNA k pro-
teinu pS3. Tento protein je klucovy nddorovy supresor, ktory sa podiela na reguldcii bun-
kového cyklu a stabilite gendmu. Nastroj vyuZiva referencnu sekvenciu DNA, ktord je
zobrazend v priloZenom DNA kéde 4. Této sekvencia je zndma svojimi optimdlnymi viz-
bovymi vlastnostami s proteinom p53. Je teda klicova pre jeho funkciu pri inhibicii prog-
resie bunkového cyklu v reakcii na poSkodenie DNA [57].

GG(A/G) CATGCCCGGGCATG(T/C)CC zjednoduSené ako GGACATGCCCGGGCATGTCC

Kéd 4: Referencna sekvencia DNA pre vizbu s proteinom p53 [57].

Modul umoziiuje pouZivatelfom zadévat DNA sekvencie s dl7kou maximalne 200 nukle-
otidov s ndslednym vypoctom vizbovej afinity k p53. TaktieZ dochddza k identifikécii
je obzvlasf uzitoéna pre vyskumnikov, ktori Studuji mutacie v ramci vdzobnych miest p53
aich vplyv na reguldciu génov [57].

Efektivny a pouzivatelsky privetivy ndstroj poskytuje ddlezité informdcie o tom, ako mozu

genetické odchylky vo vdzobnych miestach ovplyvnif schopnost proteinu regulovat cielové
gény, a tym modulovat bunkovi funkciu a progresiu ochoreni [57].
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4 Architektira aplikacie DNA analyser

V tejto kapitole sa nachddza detailny popis a analyza architektiry existujicej webovej
aplikdcie. SluZi na hlboké pochopenie povodnej infrastruktiry, dizajnu a funkcionality.
Dolezitou sucastou uvedeného textu je aj technologické stack (zoznam technol6gif) aplika-
cie. Vyznamna Casf je venovand deskripcii pdvodnych technolégii a spdsobu komunikacie
medzi nastrojmi a sicastami, ktoré su popisané v Casti 3.8.

Pochopenie origindlneho stavu aplikicie je doleZité pre rozSirovanie funkcionality a na
identifikdciu stdvajacich problémov, ktoré negativne ovplyviiuji bezproblémovy vyvoj
a priddvanie novych potrebnych nastrojov pre vyskumnikov.

4.1 Frontend

Ako uz bolo spomenuté v sekcii 3.8, aplikdcia sa skladd z dvoch hlavnych Casti. Z pohladu
pouZzivatela je najdoleZitejSia prave frontend, teda vSetko to, ¢o uzivatel vidi. Predkladana
kapitola blizsie priblizuje frontend danej aplikécie.

Frontend (FE) DNA analyzéru bol navrhnuty predovSetkym tak, aby poskytoval dynamic-
ké prostredie, ktoré je sicastou interakcie s pouzivatelmi. Tato Casf aplikacie je vytvorena
pomocou JavaScript-ového frameworku Vue.js vo verzii 2 [56, 52]. Tento framework je
populdrnou frontendovou kniZnicou, ktord umoznuje vytvaraf interaktivne pouZivatelské
rozhranie s dérazom na deklarativne renderovanie a zloZenie komponentov [58]. Tejto
verzil bola ukoncend podpora 31.12.2023 a odporuca sa prechod na novSiu verziu [59].
Verzia 3 prinaSa vylepSenia ako podporu pre TypeScript, kompozicné API, optimalizova-
ny rendering a mnoho dalSich. TaktieZ je oznaCovany za rychlej$i, mensi a viac udrZovany
framework [60].

4.1.1 Dynamicka dprava menu

Uspesnost spustenia webovej aplikdcie spo¢iva v korektnom kontaktovani serveru a na-
sledne v spravnej odpovedi s moznosfou analyz. Pri prvom nacitani FE odosiela poZia-
davok na server na zistenie aktudlne dostupnych analyz. Navigacné menu sa dynamicky
upravi na zdklade odpovede, aby zobrazovalo len tie moZnosti, ktoré su pre uzZivatela do-
stupné. Dany mechanizmus garantuje, Ze pouZivatelské rozhranie vzdy poskytne len tie
alternativy, ktoré su pre pouZivatela spustitelné.

4.1.2 Monitoring dokoncenia analyz

Aplikécia podporuje simultdnne spustenie viacerych analyz, pri¢om beh analyzy moze tr-
vat od niekolkych sekiind aZ po hodiny, preto vyZaduje opakované dotazovanie na server.
Pre minimalizovanie zbyto¢ného siefového toku a vysSSiu Sancu na uspes$né spracovanie
poziadavky bez prefaZenia serveru je vyuzitd metéda Exponential Backoff. Dand metdda
sa Casto vyuziva v distribuovanych systémoch a sietovych aplikdciach na efektivne spra-
covanie asynchrénnych volani, kedy sa oakdva vysoka variabilita v trvaniach odpovede
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alebo dostupnosti sluzieb [61]. Dany pristup je obzvlast uzitocny v pripadoch, kedy server
spracovava dlhotrvajuce ulohy, ako napriklad analyzu DNA. PouZitie Exponential Backoft
zaistuje, Ze systém zostava reaktivny a efektivny aj pri vysokom zafaZeni alebo pri poten-
cidlnych vykyvoch vo vykone serveru.

4.1.3 Asynchronita frontendu

Asynchrénnost je zakladnym prvkom pre bezproblémové pouzivanie aplikacie, hlavne pri
praci s udajmi, ktorych spracovanie si vyZaduje urcity ¢as. V rdmci aplikdcie DNA Ana-
lyser je asynchrénnosf implementovand pomocou framework-u Vue.js, ktory mimo iného
ulahcuje nacitavanie komponentov a ddajov. Dand technika umoziiuje pouZzivatelom po-
kracovat v interakcii s aplikdciou, zatial ¢o sa udaje postupne nacitavaju alebo aktualizuji
na pozadi, bez potreby obnovenia celej stranky ¢i zamrznutia pri renderovani vysledkov.

Asynchrénne nacitanie udajov je doleZité najméi pre zobrazenie velkého mnoZstva vysled-
kov analyzy, ktorych spracovanie mdze trvat dlhsi ¢as. Vue.js dokdze tento proces efek-
tivne riadif prostrednictvom réznych technik a funkcii, ako je napriklad lazy-loading. Tato
metdda nacita moduly a komponenty iba vtedy, kedy je to absolitne nevyhnutné. Vdaka

¢omu sa ¢as nacitania a zafaz na strane klienta znizuja [58].

DalSou doleZitou technikou, ktord sa vyuZivand v aplikécii na spravu velkych objemov
udajov, je strankovanie. Tymto sa nielen zlepSuje praca s idajmi, ale aj minimalizuje Cas
potrebny na nacitanie alebo zobrazenie vysledkov analyzy. V kombindcii s asynchrénnym
nacitanim, strankovanie umoZziiuje pohodlne a bezproblémovo prechadzat medzi vysled-
kami bez dlhého Cakania [58, 52, 55].

VyuZitie danych technik zobrazuje obrdzok ¢islo 5. Pri analyze obecne malej sekvencii
DNA s 26 766 bazovymi parmi vznika niekolko stran vysledkov, kedy sa kazdy z vysled-
kov deli na dalSie vicsie celky. PocCetnost dat si vyZaduje aplikovanie technik asynchrén-
neho nacitavania a strankovania.
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407 a TCTTTCAGGCCAAAT CACCCCACCCCAACCCACCCCTGGAGATACAGTCA -1,008 m
728 B Q GGGGTTGTTTTGTATGGGEGTGTGEETCTTAA = 32 m
748 3 Q GGTGTTAACCAGGGAGAGETT = 2,152 m
a6o. 5 Q  CCAGAGCTT CCTGEACCECETA ——_— - |
oas 3 Q  ATAAATAAARATCA( CACCCCEACCCARATGTARRAT GAGCEGA ] N . |
1407 s Q  AGCGTTCCACGTCECCTEGC ] R - |
1 s Q  TCCACGTCCCCTCGCAGEACCCCGLT! [ ] R |
1430 s @ ACCCCGCTGGCCTTCTGEGCCECCCCGLCCCC ET - |
1438 & @ CTGGECTTCT A [ ] oss QO
1667 4 Q  TCAAGAGGGCGCCCCCECCCGCCACGECCCCABCCCCTCTCAG — TEI |
s @ @  CGCOTCCCCCGCCCGACCTCAACAACATCC ——— R - |
1837 3 Q  AGCGEEGATACACTGGGETCCTTGCGTGEGEECCE 1257 m
1850 31 Q TEEEETCCTTGCOTEEEEECCECCTGEGAGA —
«Position 2Length Sequence
1803 33 Q CGE6GAGTCTCTCCGEGCAGEETCEEGEAGEGAC
1903 1 a TCCEEGECAGGGTCGGGGAGGEACTTTTTTE
407 51 Q TTCTTTCAGGCCAAATCACCCCACCCCAACCCACCCCTGG,
1906 31 Q GEGCAGGGTCGEGGAGGGACTTTTTTGCCGE
Sequenca with surraunding basas:
1910 0 Q AGGGTCGGGCGAGGGACTTTTTTGCCGGTGE
CCTCTTTCCACALGE
o040 o @ GGGATGCGCGCCTGEETETAGTTGTGE66G T;TTTEAEGEEAMTTAEfEEAEEEEMECARRTE@AGATA(AGTCA
AAGAGACTGATGE
a0 s Q GCCTGGGTETAGTTGTGEEEGAGEAAGTGGLTAGL Batare grouping:
2000 3 Q  GTTGTGGGGGACGAAGTGGCTAGCTCAGGEETT Position Sequence

407 TTCTTTCAGGCCAAATCACCCCACCCCAAC
a08 TCTTTCAGGCCAAATCACCCCACCCCAACT
408 CTTTCAGGCCAAATCACCCCACCCCAACCC
410 TTTCAGGCCAAATCACCCCACCCCAACCCA
a1 TTCAGGCCAAATCACCCCACCCCAACCCAC
#12 TCAGGCCAAATCACCCCACCCCAACCCACC
M3 CAGGCCAAATCACCCCACCCCAACCCACCC
a14 AGGCCAAATCACCCCACCCCAACCCACCCC
415 GGCCAAATCACCCCACCCCAACCCACCCCT
4156 GCCAAATCACCCCACCCCAACCCACCCCTG
417 CCAAATCACCCCACCCCAACCCACCCCTGG
418 CAAATCACCCCACCCCAACCCACCCCTGGA
413 ARATCACCCCACCCCAACCCACCCCTGGAG
a20 AATCACCCCACCCCAACCCACCCCTGGAGA
421 ATCACCCCACCCCAACCCACCCCTGGAGAT
422 TCACCCCACCCCAACCCACCCCTGGAGATA
423 CACCCCACCCCAACCCACCCCTEGAGATAC
424 ACCCCACCCCAACCCACCCCTGGAGATACA
425 CCCCACCCCAACCCACCCCTGGAGATACAG
a26 CCCACCCCAACCCACCCCTGGAGATACAGT
427 CCACCCCAACCCACCCCTGGAGATACAGTC
a28 CACCCCAACCCACCCCTGGAGATACAGTCA

Obrazok 5: Ukdzka vyuzitia technik asynchrénneho nacitavania a strdnkovania.

4.1.4 Reaktivnost aplikacie

Reaktivita je klicovou funkciou vo frameworku Vue.js. Vyrazne vylepSuje interaktivitu
a odozvu webovych aplikdcii. Reaktivita, v kontexte danej aplikdcie, je vyuzivand na zlep-
Senie pouZivatelského zazZitku (user experience) a zefektivnenie spracovania dynamickych
udajov.

Reaktivne funkcie Vue.js zabezpecuju, Ze akékolvek zmeny v tidajoch vykonané na pozadi,
sa okamzite premietnu do pouZivatelského rozhrania. Zmeny teda nevyZaduju manudlne
obnovenie stranky. Dany pristup je prinosny pre:

* Vysledky analyzy: Nové vysledky analyzy sa automaticky zobrazia v pouzivatelskom
rozhrani, dynamicky sa aktualizuji grafy, tabulky a textové sihrny. PodrobnejSie
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informdcie o grafoch popisuje sekcia 4.1.5.

» Aktualizédcia stavu: Priebeh analyzy sa zobrazuje v redlnom cCase, vdaka ¢omu su
pouZzivatelia informovani bez akejkolvek manuélnej kontroly.

Aplikécia reaktivne spracovdva rozne prvky pouZivateIského rozhrania na zédklade inte-
rakcie alebo aktualizdcie ddajov:

* Podmieneny rendering: Pomocou Vue.js sa zapina a vypina zobrazovanie prvkov
v zavislosti od stavu tdajov. Takéto podmienené formdtovanie sa pouZiva na zobra-
zovanie dalSich parametrov analyzy na zdklade predchddzajicich atributov.

* Interaktivna vizualizdcia: Zmeny parametrov vizualizicie vysledkov sa prejavia
okamZite.

4.1.5 Grafy

Grafické reprezentacie dat su v bioinformatickych aplikaciach nevyhnutnou sicastou efek-
tivneho sprostredkovania komplexnych datovych modelov a vysledkov analyz. V uvedenej
aplikdcii sa pre kazdy rozbor vyuziva niekolko typov grafov. Kazd4 analyza je vytvorena
tak, aby doslo k zjednoteniu formatovania grafov. Grafické zobrazenia dat zlepSuju inter-
pretovatelnost a dostupnost vysledkov sekvencie DNA. Medzi pouZivané grafy v aplikacii
patria zdkladny Ciarovy graf, tepelné mapy (heatmap) a minigrafy. Kazdy z nich vyuZiva
ovladacie prvky reaktivnosti a slizZi na jedinec¢ny ucel v stratégii prezentacie vysledkov.

Ciarové grafy

Ciarové grafy sd vyuzivané pri kaZdej analyze na zobrazenie po¢tu vysledkov na rdznych
pozicidch pozdiZ celej analyzovanej sekvencie DNA. Dany typ grafu je obzvlast uZitodny
pri identifikécii oblasti s vysokym poc¢tom vysledkov. MdZe dojst k identifikacii vyznam-
nych oblasti pre urcitd analyzu, ¢o poskytuje jednoduchi vizudlnu metddu analyzy udajov.
Osa X obsahuje rovnomerne rozmiestnené pozicie v sekvencii na zdklade ich dl7ky a osy
Y. Osa Y prezentuje pocet vysledkov, ktoré pretinajd, teda obsahuji dand poziciu. Na
obrazku 6 je zobrazeny graf pre testovaciu sekvenciu a analyzu G4Hunter. Dany graf
umoziuje filtrdciu vysledkov pomocou kliknutia na vybranu poziciu. Pripadne existuje
moznost vyberu skupiny vysledkov danej sekvencie.
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Obrazok 6: Ukdzka poctu vysledkov naprie¢ poziciami DNA sekvencie.

Heatmap

Heatmapy su pouZzivané pri reprezentdcii velkych siborov ddajov v kompaktnej vizudlnej
forme. Farby predstavuji hodnoty. St obzvlasf i¢inné pre zobrazenie vzorov alebo gra-
dientov v sekvencii DNA. Dané zobrazenia poskytuji moznost zistif rozdiely v trovniach
expresii génov alebo mutacné ohniska. Vizualizacia tak isto poméha rychlo urcif a posu-
dif celkové rozloZenie a oblasti zdujmu v ramci komplexnych dat. Rovnako ako predcha-
dzajici graf, ponika moZnost filtrovania vysledkov na zdklade vyberu ohniska [62]. Na
obrazku 7 je ukdzka heatmapy.

020010000001'l1000000000000000110000001000000001100001001100']1100100010003000000..

Obrazok 7: Ukédzka tepelnej mapy vysledku analyzy naprie¢ poziciami DNA sekvencie.

Minichart

Komponenta Minichart je jednoduchd reprezentdcia vysledkov Specidlne navrhnutd pre
G4Hunter analyzu. Této vizualizdcia poskytuje zhodnotenie kazdého vysledku bez po-
treby detailného skumania kazdého jedného hitu v analyze. Minichart je ureny na zo-
brazovanie udajov z jednorozmernych poli. Je vhodny na rychle zobrazenie prehladov
rozloZenia tidajov vo vybranom vysledku, ¢o je v tomto pripade kazdy vystup danej ana-

lyzy.

Graf daného typu je vyobrazeny na obrazku 8. Rozpisanie minichartu v stipci Score chart
nastane po kliknutf na tla¢idlo lupy. Graf zobrazuje ditové body pozdlZ vodorovnej osi,
pricom kazdy bod predstavuje hodnotu zo stuboru udajov. Tieto udaje su spojené ¢iarami
a tvoria suvisly graf. Obsahuje referen¢ni nulovi Ciaru, ktord umoZiiuje rychlu identifi-
kaciu kladnych a zapornych hodnot.

Vdaka implementacii daného komponentu do aplikdcie, je umozZnené pouzivatelom skui-
maf mensie segmenty bez nutnosti prechddzaf z aktudlneho zobrazenia. Dany pristup vy-
razne ulahCuje pracovny postup analyzy.
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Sequence

CTGTTGTGGTTGGGGTCCTCTGGGGCATT
TGAGGGGAGATGGACGTGTGAGGAGGGAT
CTGGGAATACAGCAGGGGACGTGGGGCCA
TATGGGGTGTGGGTGTTAACCAGGGAGAG
€. CACGTCCCCTCGCAGCACCCCGCTG
AGAGL STTTTGTTTGGGGTGTGGGTGT
TCCTAGAG. AGCATTGGGTGGGGCACC
GTCCCCACCCC IGCATACTCCCCACT
TGAAGGGAATTCTCTL  CTTTGGGGAATT
CCATTCCCTCCAGCCTCAL ICCCATTCT

TGTGAATGATTAAGGTCTTGGGL  STGTC

Score chart

[CTGGGAATACAGCAGGGGACGTGGGGCCA

CAGGCAGCTGATAAC

Before grouping:

Position Sequence

24 974 CTGGGAATACAGCAGGGGACGTGGG
24 975 TGGGAATACAGCAGGGGACGTGGGG
24976 GGGAATACAGCAGGGGACGTGGGGC
24977 GGAATACAGCAGGGGACGTGGGGCC
24 978 GAATACAGCAGGGGACGTGGGGCCA

Obrazok 8: Ukazka Minichartu a dat, z ktorych sa dany Minichart vytvoril.

4.1.6 Grafické prvky rozhrania
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Medzi dalSie prvky v DNA Analyser patria strategicky pouZité grafické komponenty, ktoré
poskytuju intuitivne a efektivne Ul. Dané prvky napomahaju pri navigicii, sprostredko-
vavaju dolezité spravy a vizudlne organizuji komplexné genetické data. Nasledujica Cast
podrobne opisuje tlohu tlacidiel, tooltipov, varovnych a chybovych sprav a farebného ké-
dovania genetickej sekvencie.

Tlacidla

V celom systéme st umiestnené tlacidla na viditelnej pozicii a pri kazdej analyze plnia
rovnaku ulohu. SluZia na spustenie analyzy, export udajov a na dalSie funkcie v rdmci
analyz, vysledkov a grafov. V aplikdcii existuji viaceré druhy tlacidiel, farebne rozliSené

podla funkcionality:

e Zelené: slizia na spustenie analyzy a import tdajov.

* Modré: vyuZzivaju sa na dynamické zmeny v UI, ako napriklad otvorenie informacne;j

tabulky, prepinanie stran, prepinanie grafov a iné.
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e Cervené: vyuziva sa pri funkcidch, na ktoré by mal uzivatel klast va¢siu obozretnost,
napriklad vymazanie alebo uzatvorenie analyzy.

Obrazok 9 ukazuje typy tlacidiel vyuzivanych v aplikacii. Dizajn tychto tlacidiel zostdva
rovnaky ale mdZe sa menif ich funkcia v zavislosti od skupiny pouZitia.

#1696F2

#3AB73A

#FF4F61

Obrazok 9: Ukdzka typu tlacidiel v aplikacii DNA Analyser.

Upozornenia a chyby

Varovné spravy upozoriiuji pouZivatelov na mozné problémy ako napriklad chybajice
parametre alebo nulové vysledky z analyzy. TaktieZ poskytuji odporicania pri zaddvani
parametrov mimo Standardizované rozsahy. Nabddajd vyskumnikov k ndprave parametrov
pred zacatim analyzy. Chyby sa zobrazuju na viditeInom mieste s cervenym podfarbenim.
Oznacujui zlyhanie v procese alebo nekonzistentnosf idajov. Poskytuji podrobny opis pre
ndpravu alebo pomoc pri rieSeni problému. Obrizok 10 poskytuje ukdzku varovnych sprav
aj s ich farebnou schémou.

#F8D7DA

Lorem ipsum dolor sit amet, consectetur adipiscing elit. ——> EZZAlezZ

#F5C6CB

#FFF3CD

Lorem ipsum dolor sit amet, consectetur adipiscing elit. —————> RS

#FFEEBA

Obrazok 10: Farebna schéma chybovych a varovnych sprav.
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Farebné kodovanie DNA sekvencie

Aplikdcia vyuZiva vlastni farebni schému sekvencie DNA. KaZzdy nukleotid, pripadne
zoskupenie nukleotidov, je reprezentovand jedinecnou farbou. Schéma umoziuje rychle
vizudlne rozliSenie potrebnych skupin, ¢im zvysuje Citatenost dlhych sekvencii vo vysled-
koch. Vyskumnici dokazu na zdklade toho lahko identifikovaf vzory v réznych segmen-
toch DNA. Dana farebna schéma je pouZita v celom rozhrani aplikdcie. Priklad farebne;j
schémy je zobrazeny na obrdzku ¢islo 11.

C CC CCC CCCC —

G GG GGG GGGG—

A/T N6

Obrazok 11: Farebna schéma rozliSenia skupin z DNA sekvencie.

Analyzy a vysledky

Pre kazdd dokoncent analyzu aplikdcia pontka jednoduché zhrnutie, ktoré obsahuje para-
metre vypoctového modelu, zhrnutie vysledkov, moZnosti pre export a informdcie o sek-
vencii. Ide o dolezitd vlastnost hlavne kvoli rychlemu rozliSeniu analyz, kedZe aplikacia
dovoluje spustenie viacerych s rdzne nastavenymi parametrami pre jednu sekvenciu. Pri-
klad zhrnutia je zobrazeny na obrazkul?2.
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Analysis Analysis results Export Sequence info
settings
Window size:  Quadruplexes & CSV Individual Neat1_chr11:65188245-
25 found: 122 65215011
®© CSV Grouped
Threshold: 1,2 Frequency: 4,6 / 26 766 bp
1000 bp = Bedgraph GC: 12366 (46,2%)

Obrazok 12: Zhrnutie analyzy s jej parametrami, vysledkami, moZnostami a informdciami
o sekvencii.

Na zaver mozZno konstatovaf, Ze rozhranie aplikacie DNA Analyser vyuZiva mnoZstvo gra-
fickych prvkov, ktoré st zamerané na zefektivnenie prace s vysledkami. Implementované
prvky umoziuji bezproblémovo interpretovat genetické udaje.

4.2 Backend

Backend aplikdcia vyuziva rozne a moderné technoldgie, ktoré zabezpecuju dostatocny
vykon, bezpecnosf a Skdlovatelnosf. V predloZenom texte si popisané dané technolégie
a rovnako ich sucasti.

4.2.1 Popis technolégii

Dana podkapitola podrobne rozoberd jednotlivé vyuzité technoldgie v aplikdcii DNA Ana-
lyser.

Java 11

Zakladnd logika backendu je napisand v jazyku Java 11. Jedna sa o robustny a Siroko
pouZivany programovaci jazyk. Je zndmy svojou kompatibilitou s mnohymi platformami
a rozsiahlym ekosystémom [63]. Na zefektivnenie vyvoja aplikdcii, napisanych v jazy-
ku Java, sa pouziva framework Spring, ktory poskytuje podporu pre dependecy injection,
spravu transakcii a modularizaciu. Klucové funkcie, ako napriklad Spring Boot, zjedno-
dusuju nastavenie aplikdcie a umoZziujui developerom sustredit sa na bussines logic [64,
65].

PostgreSQL 12

Na trvalé ukladanie udajov sa v aplikdcii vyuZiva technoldgia PostgreSQL vo verzii 12.
Jednd sa o vykonny systém pre relacné databdzy. Vdaka silnému siladu so Standarmi SQL
je vhodny na komplexné dotazy a analyzy. V DNA Analyser sa PostgreSQL databédza
vyuZziva hlavne na ukladanie informécii ohladom sekvencii a vysledkov analyz. NavySe
plni funkciu uchovdvania informaécif o registrovanych a prihldsenych pouZzivateloch [66].
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H2

Okrem PostgreSQL je v aplikdcii vyuZitd aj relacnd databdza H2. Jednd sa o pamitovo
nendrocnu relacnu databdzu, ktord je optimalizovand na vykon a spracovanie velkych ob-
jemov udajov. Databdza sliZi na uchovavanie sekvencii DNA. Dokéze efektivne ukladat
velké subory tidajov in-memory aj v perzistentnom rezime. Flexibilita, ktord poskytuje,
umoziiuje backendu zvladnuf vysoku potrebu zdrojov pri analyze sekvencii DNA. Jedno-
duchd konfiguricia databdzy a jej integricia s aplikdciami Java zabezpecuji bezproblémo-
vi prevadzku v rdmci existujicej architektiry aplikdcie [67]. Tym, Ze backend vyuZiva
vyhody oboch typov databaz, dosahuje spolahlivii rovnovahu medzi vSestrannostou a vy-
sokym vykonom.

REST API

Rozhranie API RESTful (Representational State Transfer Application Programming Inter-
face) sluzi ako komunikac¢nd vrstva medzi backendom a frontendom. Poskytuje koncové
body, takzvané endpointy, na ktoré frontend (klient) posiela poZiadavky (request) a bac-
kend (server) ich ndsledne spracovdva a odosiela odpoved’ (response). Principy REST za-
bezpecuju bezstavovi komunikéciu, Standardizované formaty ddajov (JSON - JavaScript
Object Notation) a jasné oddelenie zdujmov medzi klientom a serverom. Dand Struktira
API zjednoduSuje integréciu s roznymi frontendmi a externymi sluzbami [68]. Obrazok 13
zndzornuje komunikdcia pomocou REST API.

What is Rest API?

%"_% —> [~
= e

DATABASE WEB SERVER YOUR WEBSITE
APPLICATION

Obrazok 13: Schéma komunikécie klient-server pomocou REST API [69].

Aby bolo API pristupnejSie a lahSie udrziavateIné, backend integruje Swagger pre doku-
menticiu API. Swagger automaticky generuje interaktivnu dokumentédciu API na zaklade
anotdcii v Java kéde, ¢im umoziuje vyvojarom skimaf endpointy, kontrolovaf vstupné
parametre a testovaf odpovede priamo z webového prehliadaca. Dokumentécia vyrazne
zjednoduSuje zapdjanie a integraciu s klientami [70]. Obrdzok 14 pribliZzuje dany systém
aplikdcie DNA Analyser.
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Bioinformatics REST APl <2

[ Base URL: localhost:8080/ ]
http://localhost:8080/v2/api-docs

API to access REST interfaces

Terms of service
Contact Ing. Jan Kolomaznik, Ph.D

api/analyse/g4hunter G 4 Hunter Controller N
SET /api/analyse/g4hunter Get page with Gahunter analysis.

/api/analyse/g4hunter Create G4Hunter analyze.

/api/analyse/g4hunter/{id} Getone Gahunter analyse by ID.

{ /api/analyse/g4hunter/{id} Delete one G4hunter analyse by ID

/api/analyse/g4hunter/{id}/tags Modify tags

[ NI SN CHIE NN RN N

GET /api/analyse/g4hunter/tag Get all tags defined for sequences

api/analyse/g4hunter/{id}/quadruplex auadrplex Controller >
api/analyse/g4ki||er G 4 Killer Controller >
apilanalyse/p53predictor P 53 Predictor Controller >

Obrazok 14: Prostredie dokumentacie Swagger aplikdcie DNA Analyser.

Flyway

Flyway je systém na riadenie verzii databazy, spravu zmien schémy a migracie. Nastroj
zabezpecuje konzistentnost Struktdry databazy v roznych vyvojovych prostrediach a fazach
nasadenia. UdrZiava historiu zmien prostrednictvom prirastkovych migra¢nych skriptov
SQL [71].

Groovy

Groovy je agilny a dynamicky programovaci jazyk platformy Java. V aplikdcii sa jazyk
Groovy pouZziva na spracovanie Specifickych skriptovacich dloh [72]. VylepSuje auto-
matizované testovanie a zvySuje produktivitu vyvojarov. V ramci predkladanej aplikécie
sa vyuziva pre CI/CD, testovanie a vytvorenie Docker kontajnerov.

4.3 Repozitar

Aplikécia bola vyvijand niekol’kymi developermi od roku 2016 [56]. Nebolo by to usku-
toc¢nitelné bez vyuZitia systému na verziovanie. Jednd sa o systém GitLab. Pre zdrojovy
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kéd je vytvoreny repozitdr, ktory uchovdva zdznamy o zmenéch v kéde, nahldsené chyby
a planované vylepSenia. Na vyvoj sa vyuZiva aj systém vetvenia, kedy sa dd lahko im-
plementovaf alebo opravif ¢asf kodu. Po dokonceni vetvy mozZe nasledne dojst k spojeniu
s hlavnou vetvou, kde sa nachddza aktudlna verzia pripravend pre produkciu. V rdmci jed-
ného repozitdru su obsiahnuté vSetky Casti aplikdcie. Zdrojovy kéd sa nachddza na volne
pristupnej adrese https://git.pef.mendelu.cz/bioinformatics/dna-analyser.

4.4 Docker

Docker je platforma, ktord umoZiuje vyvojarom automatizovaf balenie, nasadzovanie
a spusfanie aplikdcii v kontajneroch. Kontajner obsahuje vsetky zavislosti, ktoré aplikacie
potrebuje na spustenie. Zabezpecuje taktiezZ konzistentné spravanie v rdéznych prostre-
diach [73].

KTicovymi vlastnostami Docker-u su:

* Izolacia: Aplikdcia a jej zdvislosti st izolované v kontajneri, ¢o zabrafiuje vzdjomné-
mu ovplyviiovaniu sluZieb a zdroveri umoZziiuje, aby na tom istom hostitelskom stroji
beZalo viacero aplikdcii bez konfliktov.

* Prenositelnost: Kontajnery st navrhnuté tak, aby sa dali spustif v akomkolvek pro-
stredi, ktoré podporuje Docker. M6Ze sa jednaf o pracovny pocita¢ vyvojara, lokalny
server alebo cloudovi infrastruktiru. Dand skuto¢nost poskytuje flexibilitu a konzis-
tenciu.

* Skalovatelnost: Docker umoZiiuje horizontdlne Skdlovanie aplikdcii s minimalnym
usilim. Je mozné vyuZif orchestracné ndstroje, ako si Kubernetes alebo Docker
Swarm.

 Efektivne vyuZzitie zdrojov: Kontajnery nie si ndro¢né, zdielaju jadro hostitelského
systému a rychlo sa spuisfaji, ¢im su efektivnejSie ako virtudlne stroje.

* Podpora mikrosluzieb: Docker je idedlny systém pre architektiru mikrosluzieb.
Podporuje nasadenie a spravu nezdvislych sluzieb pri zachovani bezproblémovej ko-
munikdcie medzi nimi.

Docker Compose je nastroj, ktory umoZziiuje vyvojarom definovaf a spravovaf multi-kon-
tajnerové aplikdcie. Na definovanie a spravovanie sa pouziva YAML suibor [73]. V kéde 1
je mozné vidief naviazanie kontajnerov na jednotlivé moduly. Docker Compose umoZziiu-
je:

* Definovaf sluzby, siete, zvizky v konfiguracnom stbore, ¢im sa zjednodusuje nasta-
venie aplikdcie.

* Spustif cely balik aplikécii jednym prikazom, ¢o zvySuje efektivitu vyvoja.

* Spravovaf rdzne prostredia (vyvojové, testovacie, produkéné) prepisanim nastaveni
v konfigura¢nom stibore.
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Kéd 1: YAML konfigurdcia DNA Analyser aplikécie pre Docker Compose.

Docker Swarm je nativny orchestraény néstroj Docker-u. UmoZiiuje spravu distribuova-
nych kontajnerov v rdmci skupiny (cluster) pocitatov. Medzi jeho funkcie patria:

* Sprava skupiny pocitacov: Jednoduché nastavenie a idrzba uzlov v skupine Docker
pre vysoku dostupnost.

» Skélovanie sluzieb: Automatické zvySovanie alebo zniZovanie na zdklade dopytu,
udrziavanie vyvazeného pracovného zafaZenia.

* Load Balancing: Zabudovany load balancer (vyvaZovanie zifaZze) zabezpeCuje, Ze
prichddzajice poZiadavky sd efektivne smerované na prislu$né kontajnerované in-
Stancie.

* Deklarativny model: Sluzby a poZadované stavy su definované deklarativnym spo-
sobom, ¢im sa zabezpecuje konzistentné nasadenie.

V aplikédcii DNA Analyser zabezpecuju ndstroje ako Docker Compose a Docker Swarm
efektivne nasadenie a orchestraciu moduldrnych komponentov. Odstratiuju taktieZ potrebu
inStalovania vSetkych zdvislosti pre vyvojarov iného komponentu. Tym pddom nie je nutné
aby vyvojari frontendu zdlhavo instalovali a nastavovali zdvislosti backendu a databazy,
a naopak.
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4.5 Modularny systém

V softvérovom inZinierstve existuje pristup, nazyvany moduldarny systém, ktory rozdeluje
aplikdciu na mensSie, nezdvislé jednotky. Dané jednotky sa nazyvaji moduly. Moduly
st navrhnuté tak, aby vydjomne spolupracovali, ale mdzu fungovaf aj nezavisle v ramci
vicSieho systému [74]. V pripade aplikdcie DNA Analyser moduldrna architektura zahiiia
hlavné komponenty:

* Gateway: Funguje ako vstupny bod pre vSetky poZziadavky klientov a distribuuje ich
prisluSnym modulom.

* Backend: Obsahuje bussiness logic aplikacie a spracovdva udaje. Funguje ako jadro
na vykondvanie operdcii poZadovanych aplikiciou.

* Frontend: PouZivatelské rozhranie, pomocou ktorého pouZivatelia komunikuju s ap-
likaciou.

* PostgreSQL: Databazovy modul, ktory poskytuje trvalé ukladanie idajov a zabez-
pecuje konzistenciu a spolahlivosf dat.

Vsetky uvedené moduly si zabalené pomocou Docker Compose aplikécie, ktord umoz-
niuje efektivne nasadenie a spravu. Dany moduldrny systém zabezpecuje, Ze komponenty
mozno vyvijaf, udrziavaf a skdlovat. Moduly pritom zostavaji navzajom tzko integrova-
né, ¢o poskytuje robustnu a flexibilnu architektdru.

4.5.1 Automatické nasadenie - CI/CD

Automaticka integracia (Continuous Itegration - CI) a automatické nasadenie (Continuous
Delivery - CD) su zdkladnymi postupmi pri vyvoji moderného softvéru. Su obzvlast cenné
pri sprave moduldrnych architektir. CI/CD automatizuje proces nasadzovania softvéru
a zabezpecuje, aby sa zmeny kddu integrovali, testovali a nasadzovali rychlo a spolahlivo.
V ramci CI/CD je mozZné nastavif vlastné pravidld, ktoré spustaji jednotlivé prvky CI/CD.

* CI: Zahfnia automatické testovanie vSetkych zmien kédu od viacerych vyvojarov
v spolo¢nom repozitari. Pomdha vcas identifikovaf problémy s integraciou a zabez-
peci, aby nové funkcionality alebo opravy nenarusili existujicu funkénost. Je dostup-
nych viacero systémov, ktoré organizuju tieto testy. Pri DNA Analyser sa pouZiva
GitLab CI/CD. Testy sa spustaji vzdy, ked’ sa zaznamena nova zmena v kéde.

» CD: Zabezpecuje, Ze kazdd zmena kodu, ktord prejde fazou CI, sa automaticky nasad{
do produkéného prostredia. Dany postup minimalizuje oneskorenie medzi vyvojom
a nasadenim, ¢im urychluje tempo inovécii a oprav.

V kontexte Docker Compose a Docker Swarm je mozné nakonfigurovat CI/CD tlohy na
vytvaranie Docker images a ich nasadzovanie vo viacerych prostrediach. Této integricia
vyrazne znizuje zlozitosf a potencidlne chyby spojené s manudlnym nasadzovanim.
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Aplikdcia DNA Analyser vyuziva CI/CD na zefektivnenie aktualizacii svojich modular-
nych komponentov. Dané nastavenie ulahcuje nezdvisly vyvoj a tidrzbu a tiez zabezpecuje
uzku integraciu modulov.
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5 Metodika prace

Kapitola obsahuje detailny popis metodiky pouZitej pri refaktoringu kédu aplikacie, vy-
lepSenie a pridanie novych potrebnych analyz do DNA Analyser aplikdcie. Podrobne vy-
svetluje jednotlivé rozhodnutia autora prace, ¢im sa zabezpeci logickost, transparentnost
a reprodukovatelnost postupu.

Aplikdcia DNA Analyser si vyZaduje refaktorovanie na plnd moduldrnu architektiru.
Spravovanie, vyvoj a rozsirovanie v jednom repozitari je zloZité kvoli neprehladnosti mo-
dulov. Dal3fm z rieSenych problémov je nefunk&nost CI/CD v povodnom repozitéri a ne-
prehladnost vykondvanych uloh. Zaroven sa aplikdcia rozSiruje o dve nové analyzy podla
poziadaviek vyskumnych pracovnikov.

5.1 Struktira repozitarov

Z povodného repozitara, ktory obsahuje vSetky moduly dokopy, je nutné vyextrahovaf mo-
duly do osobitnych, novych repozitdrov. Kazdy modul bude existovat separatne vo svojom
vlastnom repozitdri, ¢im sa docieli vicsia prehladnost v kéde, identifikovanych chybach
a zabezpeci sa plnd modularita systému. Rovnako sa vylepsi aj testovanie kazdého samos-
tatného modulu. Vdaka tomuto pristupu bude mdct byt modul vyvijany bez zavislosti na
ostatnych moduloch. Zahfiia to vy¢lenenie niZsie uvedenych modulov:

* gateway
e backend
e frontend

e redirect

5.2 Implementacia novych nastrojov

Na zdklade poziadavok vyskumnej skupiny z Biofyzikdlneho tstavu Akademie Véd CR
v Brné (IBP) budd implementované dva nové ndstroje. Systém sa tak roz$iri o analyzy
pre vyhladdvanie Z-DNA Struktir a CpG ostrovéekov. Pri danom mnozZstve analyz bude
konkurecie schopny s ostatnymi analyzdtormi DNA.

Novy néstroj CpX Hunter bude uréeny na vyhladdvanie CpG ostrovéekov v sekvencii
DNA. Bude vyuzZivaf algoritmus navrhnuty v Stidii Comprehensive analysis of CpG is-
lands in human chromosomes 21 and 22 [40] s vyuzitim metddy sliding window, pomocou
ktorej sa vyhladdvaju maximdlne mozné velkosti CpG ostrovéekov. Aplikovany algoritmu
zahfna aj kritke sekvencie, ktoré nespliiuji dané kritérid, ale nachadzaju sa medzi dvomi
CpG ostrovéekmi. Pre rozSirenie daného algoritmu sa pocita aj s vyhladdvanim ostrovce-
kov mimo CpG. Jednd sa o CpT, CpA, CpC. Zabezpeci sa tym analyzovanie a hladanie
suvislosti v sekvencii DNA aj mimo striktne definovanych CpG ostrovcekov.
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Dal§fm pridanym néstrojom bude Z-DNA Hunter. Dana analyza bude sliZif na vyhladava-
nie Struktir Z-DNA a mdze pomdct vyskumnym pracovnikom pochopit, kde a s akou prav-
depodobnosfou sa bude formovat. Analyza bude vyuZivaf pozmeneny algoritmus navrhnu-
ty v ¢lanku Non-B DB v2.0: a database of predicted non-B DNA-forming motifs and its
associated tools [36]. Zmeny budu spocivaf v oprave chyb spomenutych v sekcii 3.5. Tak-
tiez bude algoritmus rozsireny o variabilny bodovy systém danych nukleotidov a vypoctu
percentudlneho skore, ktoré bude predstavovaf pravdepodobnosf formovania Z-DNA kon-
formaécie.

5.3 Oprava CI/CD

Existujice CI/CD v pdvodnom repozitari su nefunkéné minimélne od septembra 2023.
Pri¢inou je zle nastaveny proces a zneaktivnenie potrebnych funkcionalit pre vykondvanie
vSetkych dloh. Extrakciou modulov a prepisanim skriptu pre CI/CD sa znovu aktivuje
proces automatického zabalenia a nasadenia aplikdcie na testovaci a produk¢ny server.
Nefunkénost CI/CD je sposobenad aj tym, Ze virtudlny server GitLab Runner je v stucast-
nosti neaktivny. Na opravu je potrebné vytvorif a nakonfigurovaf novy virtudlny stroj, na
ktorom budu prebiehaf automatické pipeline-ny.

CI/CD bude obsahovat tlohy pre automatizované testovanie modulu, vytvorenie Docker
obrazov, zverejnenie obrazov a nasadenie, resp. stiahnutie obrazov na testovacom a pro-
dukénom serveri.

5.4 Dockerizacia FE

V silade so zmenou na plne moduldrnu architektiru bude vytvoreny Docker obraz aj pre
frontend. Dany krok zabezpeci, Ze frontend bude moct byt nasadeny nezdvisle od ostat-
nych Casti systému, Co prispeje k vyssSej flexibilite a efektivnosti spravy aplikécie.

Docker obraz frontendu bude vytvoreny pomocou kofigurdcie Dockerfile stiboru, ktory
bude definovaf vSetky potrebné zdvislosti, nastavenia a konfigura¢né stibory potrebné pre
jeho beh. Dockerfile poskytne vSetky inStrukcie nutné pre vytvorenie Standardizovaného
prostredia, ¢o zahfiia aj webovy server Nginx, ktory servuje statické subory a spracové-
va klientské poZiadavky. Nasledne bude Docker obraz zverejneny vo verejnom registre
https://hub.docker.com/ podobne ako vSetky ostatné moduly.

5.5 QOdstranenie nepotrebnych modulov

Na zvySenie efektivnosti vyvoja a nasadenia budd odstranené moduly gateway a redirect.
KedZe pracu tychto modulov dokdze nahradif sluzba traefik v Docker Compose, nutnost
modulov pre smerovanie poziadaviek na spravny modul odpada. Traefik! je sluZba, kto-
rd je vytvorend za ucelom smerovanie poziadaviek v prostredi Docker. DokdzZe presme-
rovavaf nezabezpecené spojenie na Sifrované a ulahcuje pracu s SSL certifikdtom Let’s

thttps://traefik.io/traefik/



5.6 Aktualizdcia Docker Compose 42

Encrypt?2. Odstranenim danych modulov odpada nutnost udrziavania kédu pre smerova-
nie a tym sa ulah¢i vyvoj aplikdcie DNA Analyser. Traefik taktieZ prida schopnost load
balancing pre moduly.

5.6 Aktualizacia Docker Compose

Zmenou Struktiry aplikdcie a pridania novych sluzieb vznika poZiadavka na zmenu zavé-
dzacieho postupu v Docker Compose stibore. Do stiboru bude nevyhnutné definovat novi
sluzbu pre FE aplikdcie a nastavif proxy smerovanie aby mohli FE, BE a databdza medzi
sebou komunikovat.

5.7 Vyber technolégii

Ako bolo uvedené v sekcii ¢islo 4, aplikdcia vyuZiva technoldgie ako Vue.Js pre FE a Java
s frameworkom Spring pre BE. Pre uchovanie konzistencie budi nové analyzy implemen-
tované v rovnakych programovacich jazykoch a frameworkoch.

5.8 Testovanie

Pri implementacii novych analyz je nutné vytvorif testy na overenie funkcnosti algorit-
mov. Dané testy budd implementované po vzore existujiceho systému pre Z-DNA a CpG
analyzy.

Okrem automatizovanych testov bude vyZadované aj akceptacné testovanie na testovacom
serveri. Testovaci server je spusteny na url adrese mendelu.cz3. Na danom serveri sa budi
testovat nové analyzy, aktualizovany Docker Compose ale aj spravne smerovanie novej
sluzby Traefik.

5.9 Nasadenie

Nasadenie novej verzie aplikacie na produkény server bude vyZadovat zdsah do aktudlne
beZziacej verzie. Vdaka architektire aplikdcie budu zachované dita sekvencii a vysled-
ky analyz pre stavajtcich pouzivatelov. Nasadenie bude vyZadovaf aktualizovany Docker
Compose a spravne nastavenie ciest ku zvizkom s aktudlnymi d4tami.

Zhttps://letsencrypt.org/
3https://bioinformatika.pef.mendelu.cz/
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6 Implementacia

Této kapitola sa zaobera technickymi detailmi implementacie projektu, kde podrobne ro-
zoberdme kroky, ktoré boli vykonané na rozdelenie po6vodného monolitického repozitdra
a optimalizdciu jednotlivych modulov pre lepSiu modularitu a Skalovatelhost. Diskutuje
sa tu o odstraneni a osamostatneni modulov, ako aj o zavedeni robustnych CI/CD procesov
pre backend a frontend, ktoré si nevyhnutné pre efektivny vyvoj a udrzatelnosf aplikacie.
Okrem toho sa kapitola venuje aj implementacii Specifickych funkénych modulov ako Z-
DNA Hunter a CpX Hunter, ktoré zlepSuju analytické schopnosti systému. Vysvetluje
sa tieZ proces dockerizicie a nasadenia tychto modulov, ¢o umoziiuje ich jednoduchsie
a rychlejsie nasadzovanie v produkénych prostrediach.

6.1 Odstranenie a osamostatnenie modulov

V ramci resStrukturalizicie aplikécie sa rozdelil povodny monoliticky repozitér, ktory za-
hinial backend, frontend a gateway. Toto rozdelenie bolo realizované s cielom zlepsif mo-
dularitu, udrzatelnost a Skédlovatelnosf systému.

BE a FE aplikdcie boli vynaté a oddelené do individudlnych repozitarov. Dany krok umoz-
nil nezavislé spravovanie zdrojovych kédov, ¢o vedie k efektivnejSiemu vyvojovému cyklu
a k lepSej integracii cielenych néstrojov pre kazdu casf aplikdcie. Osamostatnenim jed-
notlivych modulov sa taktieZ zjednodusil proces CI/CD, ¢im sa znizuje riziko konfliktov
v kéde a urychluje vyvo;j.

V suvislosti so zjednoduSenim procesu vyvoja sa odstranil modul gateway. Povodny modul
sa nahradil modernejSou technolégiou Traefik. Odstrdnenim modulu sa zniZila potreba
udrZiavaf a opravovaf pripadné chyby.

Repozitare sa stile nachddzaju v rdmci pracovnej skupiny dna-analyser na adresédch:
* Backend: https://git.pef.mendelu.cz/bioinformatics/backend

* Frontend: https://git.pef.mendelu.cz/bioinformatics/frontend-vue-2

6.2 CI/CD

V pdvodnom repozitdri nebol implementovany funkény CI/CD, hlavne z dovodu nefunk¢-
nosti GitLab Runner a nespravnosti postupu zostavenia a zverejnenia modulov. V pred-
kladanej préci doslo k implementéacii novych nastaveni CI/CD pre BE aj FE a k vytvoreniu
novych GitLab Runners. Virtualne stroje su rozdelené podla funkcionality a Specializacie:

e BioRunner (rancher(01) - master
e BioRunner (rancher02) - worker
e BioRunner (rancher03) - worker

e BioRunner (rancher04) - worker, cache
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Runner s tagom cache je urceny na tlohy, ktoré vyZaduju zdielanie dat. Medzi tieto tlohy
patri zostavenie aplikdcie a zverejnenie do docker registry. Runner-y s oznac¢enim worker
sa pouZzivaju pre testovanie a analyzu kodu.

Rovnako boli vytvorené nové dloziska pre BE aj FE aplikdcie v Docker Hub:
* Backend: https://hub.docker.com/r/dnapef/backend
* Frontend: https://hub.docker.com/r/dnapef/frontend

Backend CI

Pre BE sa zaviedli nové CI/CD kroky, ktoré zahfiiaji kompildciu java kédu, spustenie tes-
tov, vytvorenie docker obrazu a nédsledné publikovanie do nového tlozZiska Docker regis-
try. Proces je rozdeleny do viacerych f4z: build, verification, publish a cleanup. Takymto
spdsobom sa zabezpecilo, Ze kazdy novy kéd prechddza automatickym testovanim a je
zverejneny iba po tspeSnom overeni funk¢nosti. Na konci kazdej pipeline sa vykond faza
cleanup, ktord vycisti runner od docasnych siborov a nepotrebnych docker obrazov, ¢im
predchddza zaplneniu disku vo virtudlnom stroji.

Frontend CI

Samostatné kroky CI/CD pre FE st rozdelené do faz build, test a publish. Pri kazdom
commite do hlavnej vetvy je obraz vytvoreny a zavedeny do Docker hubu, ¢im je vZdy
pripraveny najnovsi obraz na nasadenie.

6.3 Z-DNA Hunter

Implementdcia modulu Z-DNA Hunter spocivala v navrhnuti pozmeneného algoritmu.
Origindl algoritmu vyuZival bodovy systém, ktory bol nemenny pre kazdy dinukleotid.
Tieto hodnotenia st zobrazené v tabulke ¢islo 1.

Dinukleotidy Skore
GC, CG 25
GT, TG, CA, AC 3
Ostatné -

Tabulka 1: Bodové hodnotenie dinukleotidov podla algoritmu non-B_gfa [38].

Systém pocitania skore spociva v principe, Ze sa pre kazdy nukleotid vypocita skore na
zaklade toho, aky dinukleotid tvori v rdmci sekvencie DNA. Priklad vypoctu skére pre
alternujice GC:
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Podla daného algoritmu sa po&ita skére iba pre sekvencie, ktoré spliiaji minimalnu dizku
a neobsahuju diklueotidy iné ako uvedené v tabulke Cislo 1. Nevyhodou tejto analyzy je
nemoznost porozumenia vysledkom, kedZe sa skére neuddva vzhladom na dizku analy-
zovanej sekvencie, resp. ndjdenej pravdepodobnej Z-DNA Struktiry. Ako mozZno vidiet
v tabulke ¢islo 2, bodové hodnotenie dvoch sekvencii pozostdvajicich z rovnakych dinuk-
leotidov, ale s rozdielnou diikou, ma rozdielne skore.

Sekvencia Dizka | Skére
(GC)? 10 | 1125
(GC)® 12 | 1375
(GT)>® 100 | 1485

(GCY+(GT)’ | 20 | 1385

Tabulka 2: Porovnanie bodového skore Styroch sekvencii podla algoritmu non-B_gfa [38].

Dana skuto¢nost mdze vo vyskumnikovi evokovat, Ze dlhSia sekvencia ma vacsiu pravde-
podobnosf tvorby Z-DNA konformacie. Tato tvaha nie je spravna, kedZe alternujica CG
sekvencia mé vysokii pravdepodobnost formovania Z-DNA bez ohladu na dizku daného
vyseku sekvencie [75]. Druhym pripadom je stav, kedy sa objavi alternujici GT dinuk-
leotid s dizkou 100. Pri poéitani dostdvame najvyssie skére, aj ked dand sekvencia ma
skoro 10 krat mensiu pravdepodobnost sformovania Z-DNA konformécie. To vytvara po-
trebu normalizovania skére na zdklade dizky skimaného okna, kedy budi referenénymi
hodnotami prave najvysSie zadané hodnoty pre dinukleotid.

Na zdklade pripomienok z IBP bolo nutné zmenif vypoctovy model a to z dovodu, Ze
v sucasnej dobe prebiehaji vyskumy zameriavajice sa na oblasti v genéme formujice Z-
DNA Struktiru, ktoré nie st z velkej Casti tvorené GC opakovaniami. Z daného dévodu bol
pozmeneny bodovaci systém tak, aby umoznil vyskumnikom zvolif si pravdepodobnosti
pre dinukleotidy:

* GC, CG => scoregc
* GT, TG, AC, CA => scoregr AcC
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o AT, TA => scorear
e AA, AG, TT, TC, GA, GG, CT, CC => nemozné formovat Z-DNA

Pridanim univerzdlnych premennych pre dinukleotidy do algoritmu dostaneme vypoctovy
model bodového skére, ktory mézu vyskumnici vyuZivat pri experimentovani s roznymi
parametrami. Navrhnuty algoritmus na detekciu miest v sekvencii DNA s pravdepodob-
nosfou formovanie Z-DNA S$truktdry je mozné vidief v algoritme ¢islo 1. Popisany po-
stup zaisfuje vyuzZivanie premennych na hodnotenie dinukleotidov a zaroven pocita nie
len so skére ako v pdvodnom algoritme, ale tieZ s percentudlnou hodnotou, ktord odré-
7a skuto¢ny stav ndjdeného okna sekvencie DNA. Vytvoreny algoritmus dopliia aj atribyit
threshold, vdaka ktorému sa vyfiltruja vysledky pod touto hranicou.

Algoritmus 1: Procediira pre ndjdenie Z-DNA miesta s percentudlnym skore.

1: procedure GETRESULTS(sequence, minSize, threshold, gc, gtac, at)
2 Initialize empty list ‘allResults*

3 i—0

4: score «— 0

5: len « 1

6 while i < sequence.size do

7 scorePair «— getSubScore(sequence[i], sequence[i+1])

8 if scorePair > O then

9 len < len+ 1

10: score «— score + scorePair

11: else

12: if len > minSize then

13: kvScore < score /2

14: maxScore « (len-1) * max(gc, gtac, at) / 2
15: scorePerc «— (kvScore / maxScore) * 100
16: if scorePerc > threshold then

17: start «— 1 - len + 2

18: seq «— subsequence(sequence, start - 1, len)
19: Add result to ‘allResults*

20: end if

21: end if

22: Reset score and len to 0 and 1, respectively

23: end if

24: ie—i+1

25: end while
return allResults
26: end procedure

Vdaka navrhnutému algoritmu sa dostdvame do optimdlnejSich ¢iselnych hodndt, ¢o po-
skytne vyskumnikovi objektivnejSie informécie ohladom pravdepodobnosti, Ze ndjdend
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subsekvencia mdze formovat Z-DNA. V tabulke ¢islo 3 st uvedené vysledky podla uprave-
ného algoritmu. Na vypocet boli pouZzité rovnaké parametre ako v origindlnom algoritme
uvedené v tabulke ¢islo 1. Pomocou percentudlneho skére moze vyskumnik jednoduchsie
ur¢if, ¢i ma pre neho subsekvenéné okno vyznam na dalSie skimanie.

Sekvencia Di7ka | Skére | Maximadlne skére | Skére [%]
(GC)? 10 | 1125 112.5 100 %
(GO)® 12 [ 1375 137.5 100 %
(GT)>° 100 | 148.5 1237.5 12 %

(GCY+(GT)’ | 20 | 1385 237.5 58.32 %

Tabulka 3: Porovnanie bodového skére Styroch sekvencii podla navrhnutého algoritmu.

Pre uchovanie informécif ohladom ndjdeného okna sekvencie boli pridané parametre, ktoré
zobrazuju percentudlny podiel zauymovych dinukleotidov G/C a G/T. Vypocet sa vykonava
po ndjdeni vysledku a prebieha podla algoritmu ¢islo 2.

Algoritmus 2: Procediira na pocitanie obsahu dinukleotidu v sekvencii.

1: procedure CALCULATERICHNESS(seq, len, dinucleotide)
2 pattern < dinucleotide or reverse(dinucleotide)

3 count « count matches of pattern in seq

4: richness « (count / len) * 100

5 return richness

6: end procedure

6.3.1 Implementacia BE

BE analyzy bol implementovany do existujiceho kodu DNA Analyser aplikdcie. Ako uva-
dza sekcia ¢islo 4, BE systému vyuZziva jazyk Java a framework Spring.

Ako prvé bolo nutné vytvorif triedu, ktora bude reprezentovat analyzu. Této trieda rozsiru-
je existujicu triedu Analyse a definuje parametre analyzy s prednastavenymi hodnotami.
S vyuZitim anotacii sa automaticky budd data pridavaf do databdzy. Vytvorenie tabulky
je zabezpecené pomocou migracie Flyway.

Implementécia si vyzadovala vytvorif endpointy, na ktorych aplikécia prijima poziadavky.
Endpointy kopiruju Struktiru ostatnych analyz a priddvaja podporu pre zdkladni komuni-
kaciu pomocou REST API. Pre Z-DNA Hunter boli vytvorené endpointy:

* GET/api/analyse/zdna: Ziskaju sa spustené a dokonc¢ené analyzy.

* POST /api/analyse/zdna: Spustenie analyzy. VyZadujui sa parametre v tele poZia-
davky vo forméte ako je zobrazené v kéde ¢islo 2. Dany request skontroluje parametre
a spusti analyzu.
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1 q

2 "minSequenceSize": 10,
3 "score_at": 0.5,

4 "score_gc": 2,

5 "score_gtac": 1,

6 "sequence": "3fa85f64-5717-4562-b3fc-2c963f66afab6",
7 "tags": [

8 "string"

91,

10 "threshold": 50

11 }

Kéd 2: Telo poZziadavky pre spustenie analyzy Z-DNA Hunter.

* GET/api/analyse/zdna/{id}/analysis: Vrati detaily analyzy podla zadaného ID.

* GET/api/analyse/zdna/{id}/zdnas: Vrati ndjdené mozné Z-DNA konformacie
v sekvencii.

* Ostatné: TaktieZ boli vytvorené endpointy pre ostatné funkcie na zjednotenie novej
analyzy v aplikdcii. Medzi tieto funkcie patri ziskanie heatmapy, tagov, exportovanie
vysledkov do csv a bedGraph a ostatné.

Celkovo bolo implementovanych 12 koncovych bodov potrebnych na spustenie, vymazanie
a ziskanie udajov analyzy a vysledkov. Obrazok 15 obsahuje vypis vSetkych vytvorenych
endpointov pre Z-DNA Hunter.

Vysledky analyzy su ukladané do PostgreSQL databdazy. Obsahuja ID, poziciu zaciatku,
di7ku okna sekvencie, obsah GT a GC, bodové skére a percentudlne skére. Automaticky
sa uklada strednd pozicia vysledku.

V ramci vypracovania analyzy boli vytvorené testy v jazyku Groovy s niekolkymi testo-
vacimi sekvenciami. Spusfaju sa pri kaZzdom zostaveni aplikdcie v rdmci CI/CD.
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api/analyselzdna Zdna Controller

Q

ET /api/analyse/zdna Getpage with Z-DNA analysis.

o5t /api/analyse/zdna Analyse sequence for Z-DNAs

b[SN3/ /api/analyse/zdna/{id} Delete one Z-DNA analysis by ID

Q

ET /api/analyse/zdna/{id}/analysis Getone Z-DNA analysis by ID.

Q

ET /api/analyse/zdna/{id}/average/length Getaverage Z-DNA length for single analysis

Q

ET /api/analyse/zdna/{id}/heatmap GetZ-DNA heatmap by Id.

u /api/analyse/zdna/{id}/tags Modify tags

Q

ET /api/analyse/zdna/{id}/total/length Get total Z-DNA length for single analysis

Q

ET /api/analyse/zdna/{id}/zdna.bedgraph GetBEDGRAPH file.

ET /api/analyse/zdna/{id}/zdna.csv GetCSV fie.

Q

ET /api/analyse/zdna/{id}/zdnas Getone Z-DNA analysis result by ID.

GET /api/analyse/zdna/tag Getalltags defined for sequences

Obrazok 15: Endpointy analyzy Z-DNA Hunter s popisom v aplikdcii DNA Analyser.

6.3.2 Implementicie FE

Implementécia FE pre Z-DNA Hunter vyZadovala vytvorenie niekolkych strdnok a kom-
ponentov. Ako hlavnd Sabléna bola vyuzitd rovnaka schéma, ako m4 kazda analyza. To
znamend, Ze na pravej strane sa nachddza zoznam dostupnych sekvencii v aplikécii, na la-
vej strane je umiestneny formuldr pre dand analyzu. V spodnej Casti sa otvdrajd dokoncené
analyzy a ich vysledky.

Formular pre analyzu sa skladd z parametrov, ktoré vyzaduje BE. PouZivatel m4 dostupné
bodové hodnotenia nukleotidov, minimdlnu dizku okna a minimdlne percentudlne sko-
re, podla ktorého sa budu filtrovaf vysledky. Pre zjednodusenie prace pouzivatela boli
implementované dva predvolené modely. Nastavenia predikénych modelov su dostupné
v tabulke ¢islo 4. V rdmci formularu boli implementované aj varovania a chybové hlasky,
ktoré pouZivatela upozoriuji na nepovolené hodnoty alebo na hodnoty mimo doporuceny
rozsah. Poradie a dizajn parametrov formularu analyzy je mozné vidief na obrazku 16.
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50

Parameter Model 1 ‘ Model 2
Score GC 25 2
Score GT/AC 3 1
Score AT 0 0.5
Minimal Score Percentage 12 50

Tabulka 4: Predvolené hodnoty parametrov pre predik¢ny model 1 a 2.

Z-DNA hunter

Prediction models

Minimal sequence size 10
Prediction Model Model! 1
Score GC 25
Score GT/AC 3

Score AT 0
Minimal Score Percentage 12

Obrazok 16: Formulér analyzy Z-DNA Hunter v aplikdcii DNA Analyser.

Pri implementacii komponentu, ktory sa vyuziva na zobrazenie vysledkov bola pouzi-
td stdvajuca Sablona z ostatnych analyz. PouZiva sa komponent na zobrazenie iarového
grafu a heatmapy pre grafické zndzornenie vysledkov. Pod grafickym zndzornenim sa na-
chddzaji informdcie ohladom analyzy, vysledkoch a sekvencie. Jednotlivé vysledky su
vizualizované v tabulke, kde st zobrazené data ndjdenych sekvenénych okien. Bola upra-
vend farebnd schéma sekvencie vo vysledkovej tabulke aby odpovedala najzaujimavejSim
astiam v Z-DNA. Dinukleotidy sa farebne odlisuji. Cervenou farbou je vyobrazeny di-
nukleotid GC/CG a vSetky ostatné dinuleotidy si modrej farby. Zabezpeci sa tym rychle
rozpoznanie vyznamnych Casti. Na obrazku 17 je mozné vidief vysledky z analyzy s pred-

volenymi hodnotami Modelu 1.
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Neat1_chr11:65188245-65215011

Qa=

Position (bp)

Analysis results Export Sequence info
Z-DNAs found: 7. ©CSV. mmBedGraph Neat1_chr11:65188245-65215011

Frequency: 0,262 /1000 bp 26766 bp
6C: 12366 (46,2%)

2
Score GT/AC: 3
Score AT: 0

2Position SLength Sequence +2Z-DNA GC richness £Z-DNA GT richness 22-DNA score “2-DNA score [%]

6285 n TGTGTGCGTGC 30 % 70 % a8 384%
22566 n GTGTGCACACA 10 % 40 % 26 208%
22577 3 TGTGCACACACAC 8,33 % 5% 29 19,33%
8708 38 GTGTGTGTGTGTGTGCGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGT 5,41 % 94,59 % 775 16,76 %
1895 17 TGTGTGTGTGTGTGTGT 0% 100 % 2 2%
12943 19 TGTGTGTGTGTGTGTGTGT 0% 100 % 27 2%
23490 59 TGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGT 0% 100 % &7 2%

Obrazok 17: Vysledky analyzy Z-DNA Hunter pre gén Neatl na chromozéme 11.

6.4 CpX Hunter

CpG ostrovceky obsahuji nadmerné zastipenie dinukleotidov CG, ktoré si povaZzované
za funkcne doleZzité Casti gendmu. Definujd a reguluji promotérové oblasti roznych gend-
mov. Regulacnd funkcia bola naznacend aj u inych dinukleotidov, medzi ktoré patria CT,
CA a CC. Kvdli uvedenym skutocnostiam sa v rdmci predkladanej prace rozsiril povodny
algoritmus navrhnuty v ¢lanku Comprehensive analysis of CpG islands in human chro-
mosomes 21 and 22 [40]. Upraveny algoritmus berie do tvahy vSetky mozné kombinacie
a preto sa ndstroj nazyva CpX Hunter. CpX ostrovéeky su definované ako oblasti s vy-
sokou frekvenciou dinukleotidov CX v genémovej DNA, kde "X predstavuje akykolvek
nukleotid.

Algoritmus pracuje s vyuZzitim posunu okna a spdjanim menSich ostrovéekov vo viace-
rych krokoch. Zacina sa nastavenim vyhladdvacieho okna o velkosti 200 b4z na zaciatku
sekvencie. V okne sa ndsledne vypocita percentudlny podiel G a C nukleotidov a pomer
pozorovanych a o¢akdvanych CG dinukleotidov pre dani sekvenciu. Okno sa postva po 1
bézovom pére vpred, aZ kym sekvencia nespliia kritérid pre CpG ostrovéek. V momente,
kedy sa ndjde dané okno, postiva sa o dalSich 200 baz a proces sa opakuje. Tento proces
posunu o 200 b4z sa iteruje, pokial okno nenapliia definované kritéria. Ak posledné ok-
no neodpoveda kritéridm, postva sa o 1 bazovy par spit, dokym nie su kritéria splnené.
Okrem vyhladdvania CpG ostrovéekov algoritmus taktiez identifikuje a spdja ostrovceky,
ktoré su od seba vzdialené o menej ako 100 nukleotidov, ¢im vytvdra rozsiahlejSie regu-
la¢né oblasti. Grafické znazornenie algoritmu je zobrazené na obrazku 18. Parametre,
ktoré musi sekvencné okno dodrzaf aby sa jednalo o CpG ostrovéek su:

* Velkost okna: 200 nukleotidov
* Obsah GC (GC): 50 %
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h CpG(ObSCpg/Expch)Z 60 %
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Obrazok 18: Postup vyhladdvania CpG ostrovéekov v sekvencii [40].
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Pri implementécii bol origindlny algoritmus upraveny tak, aby bolo mozné variabilné za-
davanie parametrov, ¢im sa rozsirili moZnosti experimentovania. Navrhnuty postup je
zobrazeny v algoritme ¢islo 3. Algoritmus vyhladd CpX ostrovéeky v sekvencii. Podobne
ako origindlny algoritmus za¢ina na prvej pozicii sekvencie a vytvara sa okno s dlZkou
potrebnou pre minimalnu velkost ostrovéeka. Naslednym posivanim, skracovanim a roz-
Sirovanim sa hladd ¢o najvicsie mozné okno, ktoré odpoveda zadefinovanym parametrom.
Na zaver algoritmu sa vyuZiva procedira na spdjanie ostrovéekov. Kazdé vytvorené ok-
no pri kazdej zmene prepocitava informécie ohfadom pozorovanych CpX a ocakdvanych
CpX.

Algoritmus 3: Procediira na ndjdenie CpX ostrovcekov

1: procedure FINDISLANDS(record)

2 found_islands < empty list

3 record_position « 0

4 while True do

5: window «— CpXWindow (record, record_position, dinuckleotid)
6 island_continues < find island shifts(window)

7 if not island_continues then

8

9

break

: end if
10: extend_island window_shifts(window)
11: rollback until island(window)
12: if not shrink(window) then
13: record_position «— window.window_begin + 1
14: continue
15: end if
16: found_islands.append(window)
17: record_position «— window.window_end
18: end while
19: if found_islands is empty then
20: return empty list
21: else
22: return merge_islands(found_islands)
23: end if

24: end procedure

6.4.1 Implementacia BE

Rovnako ako predchadzajici néstroj, CpX Hunter bol implementovany v jazyku Java 11
a kopiruje Struktiru ndstroja Z-DNA Hunter.

Boli vytvorené dve triedy, ktoré reprezentuju analyzu. Prva hlavna trieda CpgAnalyzer
obsahuje Struktdru a logiku pre obsluhu sekvencie, hladania a manaZovanie sekvencnych
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okien. Nachddza sa tu implementovany algoritmus podla algoritmu cislo 3 aj s jeho ob-
sluznymi funkciami. Druhou vytvorenou triedou analyzy bolo CpgWindow. Obsahuje
metddy na vypocet a ziskanie informdcii ohladom sekven¢ného okna. Rovnako obsahuje
aj metddy zmenSovania a zvic¢Sovania okna z pravej aj z lavej strany.

Vysledky sa ukladaju odliSne od néstroja Z-DNA Hunter. Vysledkové oknd mdzu dosa-
hovat velkych diZok, preto bolo potrebné efektivne zabezpe€it, aby sa vysledky neukladali
do databazy s celym sekvencnym oknom. Do vysledkovej tabulky v databdze sa uklada
iba snippet sekven¢ného okna o velkosti 20 nukleotidov. Ak pouZivatel potrebuje ziskat
celé sekvencné okno, moze pouzif implementovanu funkciu na ziskanie subsekvencie na
zdklade pozicie v danom sekvencnom subore.

Celkovo bolo implementovanych 12 endpointov pre obsluhu cez REST API. Endpointy sd
rovnaké ako pri nastroji Z-DNA Hunter azZ na malé odliSnosti. Telo poZiadavky pre spus-
tenie sekvencie obsahuje obsahuje parametre potrebné pre analyzu. Parametre st uvedené
v kdde ¢islo 3. Zoznam vSetkych implementovanych endpointov s ich popisom je zobra-
zeny na obrdzku 19.

{
"firstNucleotide": "C",
"minGcPercentage": 0.5,
"minIslandMergeGap": 100,
"minObservedToExpectedCpG": 0.6,
"minWindowSize": 200,
"secondNucleotide": "G",
"sequence": "3fa85f64-5717-4562-b3fc-2c963f66afab",
"tags": [
"string"

]

Kéd 3: Telo poziadavky pre spustenie analyzy CpX Hunter.
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api/analyse/cpg Cpg Controller

‘ m /api/analyse/cpg Getpage with CpG analysis.

‘ m /api/analyse/cpg Analyse sequence for CpG Islands

‘ /api/analyse/cpg/{id} Delete ane CpG analysis by ID

‘m /api/analyse/cpg/{id}/analysis Get one CpG analysis by ID.

‘ m /api/analyse/cpg/{id}/average/length Getaverage CPG length for single analysis

‘ m /api/analyse/cpg/{id}/cpg Get CpG islands analysis by ID.

‘ m /api/analyse/cpg/{id}/cpg.bedgraph Get BEDGRAPH file.

‘m /api/analyse/cpg/{id}/cpg.csv Get CSViile.

‘m /api/analyse/cpg/{id}/heatmap Get CpG heatmap by Id.

‘ m /api/analyse/cpg/{id}/substring Get a substring of the sequence by ID, start, and end positions.

/api/analyse/cpg/{id}/tags Modily tags

‘ m /api/analyse/cpg/tag Get all tags defined for sequences

Obrézok 19: Endpointy analyzy CpX Hunter s popisom v aplikdcii DNA Analyser.

6.4.2 Implementicia FE

Implementécia prebiehala podobne ako v novej analyze Z-DNA Hunter. Formulér pre
analyzu pozostdva z parametrov, ktoré si vyZadované na komunikaciu cez REST API.
Pre lepSiu pouZzivatelski skisenost boli nastavené predvolené hodnoty, ktoré odpovedaju
odporic¢aniam z origindlneho algoritmu. KedZe analyza vyhladdva iba ostrovéeky po-
zostdvajice z dinukleotidov CX, parameter s ndzvom First Nucleotide je zablokovany na
hodnote ”C”. Parametre aj s ich predvolenymi hodnotami st dostupné v tabulke ¢islo 5.
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Parameter

Predvolena hodnota

Minimal window size

200

Minimal CX percentage

0.5

Minimal observed/expected CpX

0.6

Maximal island merge gap

100

First Nucleotide

C - disabled

Second Nucleotide

G

Tabulka 5: Predvolené hodnoty parametrov na analyzu CpX Hunter.

Pri vizualizécii vysledkov sa pouZivaji podobné Casti ako v Z-DNA Hunter. KedZe sa do
vysledkov ukladd iba kratka Cast sekvencného okna, bolo pridané funk¢né tlacidlo lupy,
pomocou ktorého si dokaZe pouZivatel prezrief celé odhalené sekvenéné okno. Na ziskanie
celého vysledku sa pouziva implementovany endpoint /cpg/id/substring s parametra-
mi start a end. Na obrazku ¢islo 20 je mozné vidief vysledky analyzy s predvolenymi
hodnotami, kde Cervena Sipka znaci odkrytie celého sekvencného okna.

Neat1_chr11:65188245-65215011

b . .

08

Count (CpG)

Analysis settings

Minimal window size: 200
Minimal CG percentage: 0.5

QAA=

Position (bp)

Analysis results

Islands found: 3

Minimal observedjexpected CpG: 0.6

Maximal island merge gap: 100
First nucleotide: C
Second nucleotide: G

+Start $End

1057 2150

2718 2918

24659 24859
1057 2150 Q

R Rt
&

0D, D00 5
4yg.ﬁ§ 2 @5@?®@ f\f

Export Sequence info

©CSV k= BedGraph

Frequency: 0,112 /1000 bp 26766 bp
GC: 12366 (46,2%)
Sequence $c6 CpG
Q CACCTTTCTCCCCACCCCCA. .. 63,769 % 0,783
Q \ TGAGGAGTGATGTGGAGTTA. .. 54,5 % 0,606
Q \GCGGAGCCGCCGCAGGTGT. . . 60,5 % 0,601

CACCTTTCTCCCCACCCCCACCCAAATGTAAAATGAGCCGACAGCCTGTCCCT
CGGCTATGTCAGATACTGCTTTCCGCACAATATCTTGGTTTTACATTATTTTG
CAACGGCCTCTTCCCACTTAATCCATCCTGAACACACTTCTTGAATGTTCTAC
CCCGGCAGGGATGCGCATTCTCAGGAAACACGTCCCCTCGCCAGGCCCCTGGE
AAGAGTCAAAACCACGATGCCTGCCCCTGAAGCGCCCGCGCGGCTCCACGGGE
ETCEATGTTGTCACCCACTAGCTCCTGGAEGCTATEAGCCCGCAGCAGGGTTT
CCTGGCCAGAGA CCTGTTGGGGTGCGGAGCGTTCCACGTCCCCTCGCA
GCACCCCGCTGGCCTTCTGGGCCGCCCCGCCCCCAACCCGCGCCCGGG(GCTG
ACGTCATCGGCCGAGCCCGACTCGGAACCACCGCCCGAAAGTC&CGCGCGCCT
CCCGGCGGGACGTGCCCT! CCGCCGCCTGGAATTTTC
CAGATGTCCTGCCGGCCCTTCTTTCGGGCCTCGGCTGGGCGTGGTGACCTCAA
GCGACCCCGGCGGCTCCCGTCGCCCACT CAAGAGGGCGCCCCCGCCCGCCACG
CCCCCAGCCCCTCTCGGGGAAGCGCGTCCCCCGCCCGACCTCAACAACATCCG
GGAAGAAAAGGGGTCTTCTTCCTCATGGCATTCGCCTCCCAAATGTCA(CTTG
AGCGCTGTCC AGAAGCGGGGATACACTG
GGGTCCTTGCGTGGGGGCCGCCTGGGAGACCATGCACCGCCCGGGAGT(TCTC
CGGGCAGGGT CGGGGAGG!
GTTGAGCAATGACCCCGGTGACGCGGETGAGGGCTATAAAAG
GCAAGTECAGCCGGAGTTAGEGAEAGGGAGGGATGCGCGCCTGGGTGTAGTTG
TGGGGGAGGAAGTGGCTAGCTCAGGGCTTCAGGGGACAGACAGGGAGAGATGA
CTGAGTTAGATGAGACGAGGGGGCGGGCTGGGE

63,769 %

0,783

Neat1_chr11:66188245-65215011

+Length
1093
200

200

1093

Obrazok 20: VyuZitie funkéného tlacidla lupy za dcelom odkrytia celého sekvencného
okna analyzy CpX Hunter pre gén Neatl na chromozéme 11.
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6.5 Dockerizacia modulov
BE

KedZe sa aplikdcia rozdelila z jedného repozitara do samostatnych, bolo nutné zmenift
a vytvorif Dockerfile. V pdvodnom repozitari BE aplikacie obsahoval nefunkény Docker-
file, ktory pracoval s nespravnou verziou Java JRE 8 a nepouzival vyhody build systému
zaloZzeného na Gradle.

V rdmci novej implementécie sa vytvoril aktualizovany konfigura¢ny stbor kontajnera.
Pouzila sa sprdvna verzia Java, JDK 11. Rovnako sa zaviedla dvojstuptiova vystavba (mul-
ti-stage build), ¢o vyrazne redukuje velkost kone¢ného obrazu tym, Ze oddeluje prostredie
potrebné pre kompilovanie kédu a prostredia potrebného na spustenie modulu. V prvom
kroku sa aplikdcia zostavi vratane vSetkych jej zavislosti, zatial ¢o v druhom kroku sa z vy-
stupu nakopiruji iba nevyhnutné sibory do findlneho obrazu.

Dalej sa vyuzili prikazy COPY pre efektivnejsie spracovanie zdvislosti a zdrojovych ké-
dov. Rozdelenim modulu na jej logické Casti (pouZité kniZnice, metaddta a triedy) sa zjed-
nodusuje proces nasadzovania a zarovei sa zniZuje riziko chyb pri konfiguricii prostredia.
Pridanim prikazov VOLUME a EXPOSE sa poskytuju potrebné prostriedky a informécie,
ako Docker kontajner komunikuje s vonkajSim svetom.

FE

Pre FE aplikécie sa implementoval Dockerfile, ktory zabezpecuje efektivne a bezpe¢né na-
sadenie v produkénom prostredi. V pdvodnom repozitari nebol Docker pre FE vyuZivany.
Zavedenim dockerizidcie odpada nutnost manudlne zostavovat statické sibory a vkladaft
ich ru¢ne na produkény server. Novy implementovany pristup umoziiuje automatizované
a konzistentné vytvaranie obrazov aplikécie.

V prvej etape vytvdrania obrazu sa vyuZziva oficidlny obraz Node.js vo verzii 14. Tento
obraz je vyuzity ako zdklad, na ktorom sa zostavia statické subory. InStalovanie potreb-
nych zavislosti prebieha nakopirovanim siborov package. json a package-lock. json
a spustenim prikazu npm ci. Dany pristup zabezpeci konzistentnost medzi vyvojovym
a produk¢énym prostredim a tieZ odpadd nutnosf inStalovania na lokdlnom stroji. Posledny
prikaz v danej faze zostavi statické subory aplikdcie.

Druha faza (production stage) vyuZiva obraz Nginx, ktory je optimalizovany pre nasadenie
webovych aplikécii. Statické stibory vytvorené v predchddzajicej etape sa skopiruji na
Nginx serveri. Dand konfigurdcia zabezpeci, Ze po spusteni kontajnera bude FE aplikacie
dostupny na porte 80.

Implementovand Struktira Dockerfile poskytuje robustny, bezpe¢ny a lahko replikovatelny
spdsob, ako distribuovat a spravovat FE aplikicie.
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6.6 Nasadenie

Aby bolo nasadenie konzistentné medzi vSetkymi prostrediami (testovaci a produkény ser-
ver) bol vytvoreny zavddzaci Docker Compose skript pre Docker Swarm. Stbor compo-
se.yml spusfa sluzby ziskané z registru Docker Hub. Medzi tieto sluzby patri:

* treafik: traefik:v2.4

» backend: dnapef/backend:$TAG:-latest
* frontend: dnapef/frontend:$TAG:-latest
* postgres: postgres:13

Kazda zo sluZieb m4 nastavené vlastné environmentdlne premenné, ktoré si potrebné na
spravne zavedenie sluzieb. Kazda sluzbu si vyzadovala nastavif obsluzné pravidla reverz-
ného proxy Traefik, aby dokazali BE a FE medzi sebou komunikovat. To bolo dosiahnuté
nastavenim url adries a pravidiel pre smerovanie poZiadaviek.

* backend: Host(‘domain‘) && PathPrefix(‘/api/*)
 frontend: Host(‘domain‘) && PathPrefix(‘/)

Rozdiel medzi zavadzacim skriptom pre testovaci a produkény server spociva iba v roz-
dielnom zadefinovani Host domény. Sluzby boli vytvorené a nasadené na danych umiest-
neniach:

* Testovaci server: https://bioinformatika.pef.mendelu.cz

* Produké¢ny server: https://bioinformatics.ibp.cz
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7 Diskusia

Pri prehliadani dostupnej literatiry a publikovanych ¢ldnkov bolo identifikovanych nie-
kolko pristupov k vyhladdvaniu Z-DNA a CpG Struktdr. V predkladanej praci sa imple-
mentovali vyhladdvacie moduly pre webovu aplikdciu, ktoré integruji najpouzivanejSie
algoritmy s viacerymi Gpravami a vylepSeniami.

Pristup pouZivany v nastroji Z-DNA Motifs v rdmci platformy non-B DNA Motif Search
Tool, popisany v sekcii ¢islo 3.5, obsahuje nedostatky, ktoré tito praca odstranila. Medzi
spominané nedostatky patri nemoznost upravif parametre analyzy a nefunk¢nost vyhla-
dania Z-DNA konformdcii na zaciatku a na konci sekvencie. Aplikdcia non-B DNA sice
ponika moznosf skenovania viacSej sekvencii, no aktualizovand aplikdcia DNA Analy-
ser vynikd v pouZitelnosti, rychlosti, spravnosti a v lepSej interpretovatelnosti vysledkov.
V tabulke ¢islo 6 je uvedené porovnanie aplikdcii. Ako si je mozné vS§imnuf, oba néstroja
pontkaji mnoho analyz a vyhod. Ak sa zameriame na Z-DNA, tak konkuren¢ny néstroj
nedokdze ndjsf vSetky oblasti, ktoré mézu konformovaf Z-DNA. Na porovnanie a overenie
ndjdenych vysledkov, tak odpovedaju vSetky okrem posledného okna v sekvencii.

‘ DNA Analyser non-B DNA Motif

Dostupné analyzy 7 7
Plain Plain
Vstup Fasta Fasta
NCBI
Batch NCBI
Velkost vstupu 2048 MiB 20 MiB
Interaktivny graf GFF
Vystup Interaktivna tabulka GPH
CSv PNG
bedGraph TSV
Z-DNA analyza na kéde 5 7 6
NapojiteIné na API Ano Nie
Spustenie viacerych analyz naraz Ano Nie

Tabulka 6: Porovnanie funk¢nosti néstrojov pre Z-DNA Analyzu.

CGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCEL
aeaeaeacaeacacecacee |G GCGCECECECEEECEEACEEEI GCGCGCaCa

ceeaec [EEEEEEEEEEEEEEEI ccacacacace N caccc

Kéd 5: Kéd na testovanie Z-DNA analyzy s vyznacenymi spravnymi vysledkami podla
modelu 1.

KedZe Z-DNA Strutkira a CpG ostrovéek spolu stvisia, tak dalSiu vyhodu predstavuje
implementovand analyza CpX Hunter. Ako uZ bolo vysSie spomenuté, analyza vyuZiva
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upraveny algoritmus od Takai a Jones [40]. KedZe povodny algoritmus uz nie je dostupny,
prebehlo testovanie oproti ndstroju implementovaného v jazyku Python [46]. PodIa tabul-
ky cislo 7 konStatujeme, Ze novy implementovany néstroj CpX Hunter je niekolkondsobne
rychlej§i4 ako doteraz pouZivany skript so zachovanim spravnych vysledkov. Dalou vy-
hodou je vypis interaktivnych vysledkov, zobrazenie grafov a export z aplikdcie. Taktiez
dopliia jednotnii aplikdciu s mnoZstvom analyz, takZe vyskumnikovi je ulah¢end praca
v rdmci jedného ekosystému.

Sequence NC_000913.3 NC_060946.1 NC_060925.1
Time [s] 4.655 (Python) 176.745 (Python) 889.505 (Python)
1.494 (CpX Hunter) | 2.063 (CpX Hunter) | 8.333 (CpX Hunter)
Results 1650 (Python) 9478 (Python) 26377 (Python)
1650 (CpX Hunter) | 9478 (CpX Hunter) | 26377 (CpX Hunter)

Tabulka 7: Porovnanie rychlosti a spravnosti vysledkov medzi CpX Hunter z DNA Ana-
lysor a néstroju v pythone.

7.1 Dalsi vyvoj

Na dalsi vyvoj aplikdcie by bolo vhodné zvazitf implementaciu dal§ich nastrojov pre analy-
zu DNA, akymi su SNP (single nucleotide polymorphisms) a STR (short tandem repeats).
Dalej by bolo vhodné pridanie modulov pre pokro¢ilé epigenetické analyzy, ktoré by za-
hffiali Stddium metyldcie DNA a histénovych modifikacii.

Z pohladu analyzy Z-DNA Hunter by bolo vhodné implementovat dalsi vypoctovy model.
Sucasné hodnotenie na zaklade percentudlneho skére mé vysoké mnozstvo false positives.
Pridanie analyzy, ktora vyuZziva hlboku neurdlnu sief (DNN) pre detekciu Z-DNA, by moh-
lo viest k objasneniu spravnosti vysledkov. Obsahovala by velké mnoZstvo false negatives,
kedZe sa da predpokladaft, Ze by sa ucila iba na urcitych typoch buniek [77]. Implementé-
cia takéhoto typu analyzy by pre pouZivatela predstavovala vyhodu v rychlom porovnani
vysledkov.

4Testované na serveri: Intel Xeon Gold 6230, 80 cores, RAM: 92 GB
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8 Zaver

V predkladanej diplomovej praci doslo k rozSireniu funkcionality webovej aplikdcie DNA
Analyser o nové analyzy zamerané na Z-DNA konformécie a CpX ostrovéeky. Vdaka
tomu bolo umoZnené efektivnejSie skimanie lokalnych Struktir DNA. Hlavnym ciefom
bolo vyvinif a implementovaf néstroje na identifikaciu Specifickych sekvencii v rdmci uz
existujucej aplikacie a zjednodusift tak pouzitie pre vedeckt komunitu.

V teoretickej Casti prace sa predostrel prehlad doleZitosti Z-DNA a CpX ostrovéekov v bio-
medicinskom vyskume a analyzovali sa dostupné pristupy na ich identifikdciu. Na zdklade
toho sa navrhli a implementovali nové analytické néstroje, ktoré sa uspesSne integrovali do
aplikdcie DNA Analyser. Tieto ndstroje umoziuji presné vyhladdvanie a vizualizéciu
tychto sekvencii, ¢im prindSaji pouZzivatefom dostupny ndstroj na lepSie pochopenie ich
biologickych funkcii. TaktieZ sa upravil sposob fungovania z pohladu nasadenia a zjed-
nodusil sa budici vyvoj aplikdcie pouZitim modernych pristupov.

Pocas testovania sa overila spravnost a G¢innost novych metéd na viacerych dostupnych
datach, ¢o potvrdilo ich schopnost identifikovat Z-DNA a CpX ostrovéeky v DNA sekven-
ciach.

V aktualizovanej aplikécii stdle ostdva priestor na dalSie vylepSenia. Medzi moZnosti roz-
$irenia patri integracia novych néstrojov, ktoré identifikujd iné typy Struktdr, alebo prispd-
sobenie algoritmov na vyuZivanie inych modelov vypoctu a hodnotenia. TaktieZ by bolo
vhodné zameraf sa na refaktoring kédu. Pouzivatelské rozhranie by sa mohlo vylepsif pre
eSte intuitivnejSie a efektivnejSie prostredie pre analyzu.

V kone¢nom dosledku tato praca prispieva k rozvoju bioinformatickych nastrojov tym, Ze
poskytuje uzito¢ny zdroj pre vyskumnikov, ktori skimajd a analyzuji lokdlne Struktiry
DNA. Rozsirend aplikdcia DNA Analyser pontika komplexnu sadu ndstrojov.

Na zaver moZno konstatovat, Ze DNA je molekuldrnym zdkladom Zivota a slizi ako nositel
genetickej informdcie, ktord uréuje vyvoj, fungovanie a rozmanitost Zivota. Nase chapanie
a manipuldcia s DNA nadalej prindsa revoluciu v bioldgii, medicine a mnohych dalSich
oblastiach a slubuje vzruSujice moZznosti do budicnosti.
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