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Abstrakt

Hledani a analyza sekven¢nich motivi jsou dileZitym krokem pii zkoumani funkci
genu a regulace genové exprese. Pro feseni této ulohy v soucasnosti existuje vice nez 150
heuristickych 1 neheuristickych algoritmii vyuzivajicich rliznorodé programovaci
pristupy. Vybér z neustale zvétSujici se mnoziny programd je ¢asové naroény, stejné jako
jejich nasledna instalace a korektni spusténi. Tato diplomova prace se zabyva tvorbou
aplikace, ktera ma za cil urychlit vybér a zautomatizovat instalaci onéch nastroju a také
poskytnout zékladni kvalitativni analyzu nalezenych motivii. Pro béh aplikace je vyuzita
Java a pro vétsinu pouzitych néstrojii je vyuzita virtualizace pomoci kontejneril, coz
dohromady umoziiuje Sirokou podporu napii¢ béZnymi operaénimi systémy. Samotné
jadro aplikace je naprogramovano jako jednoduchy daty fizeny graf tloh (data-driven

task graph), do kterého uzivatel pfidava kroky reprezentujici urcitou funkci.

Klicova slova

RNA, sekvenéni motiv, hledani novych motivu, virtualizace, aplikace fizena daty.

Abstract

Search and analysis of sequence motifs are important steps in studies of gene
functions and regulation of gene expression. Currently, to address this task, there are more
than 150 both heuristic and non-heuristic algorithms using a variety of programming
approaches. Selecting from this ever-expanding set of applications is time-consuming, as
is subsequent installation and proper execution. This thesis focuses on developing
an application to quicken selection and automate the installation of such tools, and to
provide basic qualitative analysis of found motifs. The application runs on Java and for
most of the tools used container virtualization is employed, combined allows for broad
support across common operating systems. The core of application is programmed using
a simple data-driven task graph, to which the user adds steps representing a certain

function.

Key words
RNA, sequence motif, de-novo motif discovery, virtualization, data-driven

application.
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1 Uvod

Obecnou definici motivu v datovych védach je kratsi model nebo vzor dat, ktery se
vyskytuje na vice mistech ve vstupnich datech. Muize jit napiiklad o hledani vzoru
Vv ¢asovych tadach, nebo hledani spole¢ného podgrafu napiic¢ nékolika grafy. Hledani
ruznych motiva je také dulezitym krokem pii vyzkumu v nékolika oblastech molekularni
biologie, jmenovité napt. pii analyze vazebny mist pro transkrip¢ni faktory (TFBS) nebo
pfi modelovani sekundérnich struktur RNA a proteint. A¢koliv 1ze motivy hledat pomoci
biologickych experimentd, je vyhodnéjsi vyuzit kombinace predikce a nasledné validace
pomoci vhodné navrzeného experimentu. Kviili tomu a také kviili naristajicimu mnoZzstvi
sekvenci ke zpracovani se hledani motivi stalo jednim z vétSich podobort
bioinformatiky.

Tato prace se zabyva problematikou hledani novych sekvencnich motivi, pro kterou
jiz byla vytvofena fada algoritmil postavend na riznych programovacich pftistupech.
Hlavnim problémem téchto algoritmi jsou rozdily v distribucich programi a
uzivatelskych rozhranich, kdy pomérna ¢ast nabizi ptivétivejsi online webovou stranku,
ale zbytek pouziva rizné formaty jak pro vstup a argumenty, tak i pro vystup. Pi pouziti
vicero programd, coz je vzhledem k jejich rozdilnym ptistupim doporucovano, se ptida
1 problém porovnani vysledkii, protoze vétSina algoritml pouziva rozdilné metriky
kvality. Krome porovnani je mozné nalezené motivy sloudit a tim zjistit, zdali neexistuje
néjaky spolecny obecnéjsi motiv.

Vystupem diplomové prace bude aplikace, jejimz ucelem je spojit uz existujici
nastroje k vytvoreni ucelené funkcionality — hledani novych motivii v RNA sekvencich
pomoci vice programi najednou. Jako zaklad pro tuto ¢ast budou analyzovany a pouzity
jiz existuji nastroje vytvorené Janem Hol¢dkem. Duraz bude kladen také na ptivétivost
uzivatelského rozhrani, ale pfi zachovani moznosti podrobné konfigurace a snadné
rozsifitelnosti. Poslednim cilem je moznost vyuziti informace ze sekvenacnich dat — poctu

sekvenacnich ¢teni zasahujicich do oblasti jednoho konkrétniho nalezu motivu.
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2 Vyhledavani sekvenc¢nich motivi

2.1 Geneticka informace

Vsechny bunééné organismy uchovavaji svoji genetickou informaci v DNA, kterou
prepisuji do RNA. Obé tyto nukleové Kkyseliny jsou polymerni fetézce slozené
z nukleotidt, kazdy nukleotid je slozen z pétiuhlikatého cukru ribozy, fosfatu a
aromatické baze obsahujici dusik. Zakladnimi bazemi jsou: adenin, guanin, cytosin a bud’
u DNA thymin nebo u RNA uracil. Témto bazim jsou pfifazena kodova pismena podle
prvnich pismen jejich nazvu, tj. A = adenin, dale G, C, T, U. Pateini fetézec polymeru
tvoii stfidajici se cukr a fosfat, na cukru je pak navdzana baze. Tento fetézec ma dva
rozdilné konce, které se oznacuji 5" a 3" podle ¢isel ptislusnych uhlik koncové ribozy,
které jsou v ramci patetniho fetézce svazany fosfodiesterovou vazbou.

DNA ma strukturu dvousroubovice, kde se spolu paruji dva komplementarni fetézce
nukleotidd pomoci slabych nevazebnych interakci — vodikovych mustkt. Tim vznikaji
pary bazi (angl. base pair), jejich pocet pak udava délku kyseliny. Komplementarni bazi
k adeninu je thymin a k cytosinu guanin.

Usek DNA, ktery nese konkrétni dédiénou genetickou informaci s néjakym
vyznamem, se nazyva gen. Casti gent, které koduji proteiny nebo funkéni RNA, jsou
prepisovany do RNA. RNA ma obvykle jedno fetézec, mize ale tvofit sekundarni
sktruktury, ve kterych se kratké useky fetézce paruji s jinymi useky stejného fetézce podle
komplementarity bazi, ptipadné i sjinymi RNA. Mezi typy RNA patii napiiklad
mediatorova mRNA nebo transferova tRNA, jiné typy mohou slouzit jako katalyzatory
biochemickych reakci nebo mit jiné regulacni funkce. MRNA, neboli také kodujici RNA,
je nasledné pielozena do proteinu v procesu zvaném translace, tento tok genetické
informace se dohromady nazyva centralnim dogmatem molekularni biologie. [1, 10]

inactive mRNA

NUCLEUS CYTOSOL mRNA
degradation 5
control
RNA
DNA _____ transcript _ _ mRNA mRNA
1 2 3
transcriptional RNA RNA
control processing transport translation 4 protein
control and control activity .
localization control  'nactive
control 6 protein
protein—<
active =
protein &

Obrazek 1 — centralni dogma molek. biologie véetné kontrolnich mechanismaui [10]
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2.2 Motivy

Motivy v RNA, DNA nebo proteinech se déli na dva typy: sekvenéni a strukturni.
Sekvenéni motiv je jednotky az niz$i desitky monomeru dlouhy usek fetézce s néjakym
konkrétnim vyznamem. Motivem muze byt napf. vazebné misto transkripéniho faktoru
(TFBS). Vétsina sekvenénich motiva jsou takova mista, ktera jsou detekovana né&jakou
jinou makromolekulou, maji tedy biologicky vyznam a jsou evolu¢né vice konzervovana
nez okolni sekvence. Strukturni motivy mohou byt delsi nez sekvenéni motivy a
reprezentuji ur¢ité vzory v sekundarni struktuie RNA nebo proteinti — napf. helix-turn-
helix u proteinti vazajicich se do velkého zlabku DNA. [2, 3, 10]

V bioinformatice lze vyuzit i tzv. network motiv — podgraf spole¢ny pro vice graft
(networks) nebo v ramci jednoho grafu. Uplatiiuje se napf. pii hledani souvislosti
v metabolickych a regula¢nich drahach nebo protein-protein interakcich, které se daji

vyjadfit jako orientovany graf. [12]

2.2.1 Reprezentace motivii

Motiv lze reprezentovat bud’ textové, Ciselné nebo vizualné. Nejjednoduseji lze
motiv zapsat pomoci tzv. konsenzu — fetézce znakt, kde pro kazdou pozici je znak
reprezentujici jeden nebo vice nukleotidd (napt. AATGN, kde N? reprezentuje libovolny
nukleotid). Konsenzus lze také zapsat pomoci gramatiky (ekvivalent k pfechozimu
piikladu AATG[ATGC]). Ciselnou reprezentaci jsou poziéni 2D matice (profily motivi),

ke pro kazdou pozici a pro kazdy mozny symbol je uvedena hodnota:

- PFM — frekvence — absolutni pocet vyskytu symbolu na pozici
- PPM - pravdépodobnosti — Ize ji vytvotit z PFM, suma sloupce je rovna 1

- P(S)WM/PSSM - vahy/skore — Ize spocitat z PPM napf. pomoci logit funkce

exonlintron

2.0+
2 o
= 1.0 G

1 o LAG Gl
0.0———— = ” ——————
-5 ] 5
Weblogo 3.7.11

Obrdazek 2 — format WebLogo ukazujici motiv prechodu mezi exonem a intronem [5]

! Doporucgené znaceni nukleotidii — Table 1. Summary of single-letter code recommendations v
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC341218/pdf/nar00303-0014.pdf
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Bézné pouzivanym vizualnim formatem je WebLogo (obrazek 2). WebLogo je
grafem, kde na vodorovné ose jsou jednotlivé pozice a na svislé ose mira konzervace, pro
kazdy symbol vyjadiené jako rozdil maximalni entropie na konkrétni pozici a entropie
symbolu na stejné pozici. Pro kazdou pozici jsou vyobrazena pismena s nenulovou
entropii, kterd jsou vertikalné Skdlovana invertovanou mirou entropie (tj. ¢im mensi
entropie, tim vyss§i pismeno, pozice s malou maximalni entropii jsou vyss§i nez pozice
s velkou maximalni entropii). U DNA a RNA se $kala entropiec pohybuje od 0 do 2,
protoze pro vyjadieni ¢tyi symbold staci 2 bity. [4, 5]

2.3 De novo hledani motivu

Planted motif search (PMS/LDMS) neboli de novo hledani motivi je NP-uplna
bioinformatickd uloha, jejimz vstupem jsou sekvence nukleotidii nebo aminokyselin a
vystupem jsou motivy. Z matematického hlediska je uloha definovéna nésledovné:
vstupem je t sekvenci, kazda o délce n, vystupem je mnozina vSech motivt, kazdy o délce
I, pro které plati: pro kazdy vystupni motiv X se Vv kazdé vstupni sekvenci nachazi
podietézec o délce |, ktery ma Hammingovou vzdalenosti vii¢i X maximalné d. V praxi
vsak presné hodnoty | ani d dopfedu nezname. Uloha miZze mit riizné varianty:
s omezenim délky motivu | pomoci intervalu, omezenim poctu vyskytu v kazdé ze
vstupnich sekvenci (OOPS! — jeden vyskyt na sekvenci, ZOOPS — jeden nebo nula
vyskytt, ZOMOPS — neomezené vyskytl), pfedem urceny nebo omezeny typ motivu aj.

Uloha je problematicka zejména kviili sumarni délce vstupnich sekvenci, motiv se
muze nalézat kdekoliv, a nejednoznaénosti hledanych motivii — na kazdé pozici se mohou
vyskytovat az 4 nukleotidy nebo az 23 proteinogennich aminokyselin. Kvili naro¢nosti
ulohy se primarné vyuzivaji heuristické (aproximacni) algoritmy, ale existuji i algoritmy
prohledavajici cely stavovy prostor. Heuristické algoritmy maji z definice tu nevyhodu,
ze nemusi naleznout globalni optimum, ale oproti exaktnim algoritmiim mohou byt 1

fadove rychlejsi. [4, 6, 14]

1 (Zero or) One (or More) Occurence(s) Per Sequence
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kterych na libovolnych mistech mohou byt mezery o libovolnych délkach, v sumé vSak
nesmi presahnout predem definovanou konstantu. Mezerou se rozumi, ze na dané pozice
muze byt libovolny symbol z abecedy. Omezenéjsi definici je pouze jedna mezera o
omezené délce, kterou lze fesit pomoci hledani bez mezer a naslednym slouc¢enim motivi,
jejichz vyskyt je blizsi nez definovana konstanta. [19]

Algoritmu fesicich tuto tiloha existuje velké mnozstvi. Nékteré z nich byly vytvoieny
pro né&jaky specificky experiment a prokazaly pro dany experiment svou specifickou
ucinnost. VéEtSinou se ale jedna o obecné algoritmy testované komparativné proti jinym
pristuptim, kdy se ukazuje, ze pro urcitd data jsou nékteré ptistupy lepsi nez jiné a
obracené. V nasledujicich podkapitolach jsou popsany nékteré algoritmické piistupy,

kterych vyuZzivaji i algoritmy se zaméfenim na hledani strukturnich motivi.

2.3.1 Pravdépodobnostni algoritmy

Implementace algoritmi Vv této skupiné hojné vyuzivaji EM algoritmu nebo jsou
zaloZzeny na stejném principu jako EM. Jeho nevyhodou je, Ze nachazi pouze lokalni
optimum dle prvotnich hodnot, je tedy nutné algoritmus vicekrat spustit s jinymi
hodnotami. Principu podobném EM vyuzivaji programy zalozené na algoritmu Gibbsova
vzorkovani (napt. BioProspector nebo AlignACE) — tento algoritmus je oproti EM
nedeterministicky, protoze pouziva Markov chain Monte Carlo metodu pii vybéru
dalsiho kroku. Jeho nevyhodou je ale vypocetni naro¢nost, ktera je vétsi nez u EM.
Dal§imi vylepsenimi EM metody jsou MEME, STREME! a MEMERIS algoritmy, které
EM vyuzivaji jako zaklad pro pozd¢&jsi slu¢ovani a eliminaci nevhodnych kandidat na
motivy, interné reprezentovanych pomoci PWM. K tomu vyuzivaji skore pfepoctené na
p-hodnotu, kterd udava pravdépodobnost, Ze nahodila sekvence o stejné délce jako motiv
ziska lepsi skore. Dle [4] je nejleps$im vylepsenim EM metody algoritmus MCEMDA?Z,
ktery kandidaty motivli postupné vylepSuje pomoci Monte Carlo ptistupu a EM

algoritmu, ¢imz fesi problém lokalniho optima.

1 Multiple Em for Motif Elicitation a Sensitive, Thorough, Rapid, Enriched Motif Elicitation -
https://meme-suite.org/meme/
2 Monte Carlo EM Motif Discovery Algorithm - https://doi.org/10.1109/tcbb.2008.103
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Ptistup slouceni vicero algoritml vyuziva také ssHMM algoritmus, ktery interné
misto PWM vyuziva skryty Markoviav model (HMM) spolu s Gibbsovym vzorkovanim.
HMM pro reprezentaci profilu motivu spolu s kovarianénim modelem vyuziva COVE
algoritmus. CMfinder algoritmus pak spojuje dohromady piistupy MEME a COVE

algoritmu, ale je pfevazné zaméten na hledani strukturnich motivu. [4, 6, 13, 20]

2.3.2 Local search algoritmy

Skupina algoritmd, jejichz principem je optimalizace prvotniho feSeni, tj. po nalezeni
libovolného feSeni se snazi najit lepsi ,,sousedni feseni. Z definice pak vyplyva, ze
vSechny tyto algoritmy nemuseji najit globalni optimum. Prvni podskupinou jsou
algoritmy vyuzivajici obecné techniky pro local search algoritmy. Vyuzivaji bud’ zamény
podc¢asti motivu za jinou (pattern-based) nebo hledaji pomoci vétveni v prostoru profilt
motiva (profile-based branching). Algoritmus TEIRESIAS nejdiive hleda kratsi Casti
motivi, které maji parametricky omezeny pocet nejednoznaénych symboli a vyskytuji se
alespoil vV parametricky definovaném poctu sekvenci, tyto €asti pak rozSifuje na celé
motivy.

Druhou podskupinou jsou algoritmy zalozené na grafech (kde hrany reprezentuji
sousednost feseni napt. definovanou pomoci Hammingovy vzdalenosti). Algoritmus
WINNOWER ptevadi ulohu hledani motivu na hledani kliky v neohodnoceném grafu, na
vylepSenim je pak algoritmus SP-STAR, ktery eliminuje hrany s nizkym ohodnocenim a
za pomoci dal$ich heuristik dosahuje lepsi doby béhu. MotifCut algoritmus fesi tlohu
pfevodem na hledani podgrafu s maximalni hustotou. Obecnou nevyhodou grafovych
algoritmd miize byt vyss§i pamétova narocnost. [4, 6, 13, 20]

2.3.3 Algoritmy vyuzivajici strojové uceni

Oproti local search algoritmiim algoritmy strojového uceni dokazou rychleji najit
globalni optimum. Této skupiné algoritmt také nahrava dnesni piekotny vyvoj softwaru
I hardwaru v oblasti hlubokého strojového uceni, ktery muize dale snizit ¢asovou

narocnost, ptipadné zlepsit kvalitu pfi zachovani stejné ¢asové naro€nosti.
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Do prvni podskupiny patii algoritmy vyuzivajici evolu¢nich algoritmu, které
vyuzivaji principti genetickych mechanismu kiizeni, mutace a selekce a jsou proto méné
nachylné na poc¢ate¢ni nastaveni hodnot. Algoritmus FMGA zaéina na fetézcich kratsi
délky, ze kterych vybere kandidaty pro dalsi generaci, X nejlepSich a ¢ast pomoci
vazeného nadhodného vybéru, a ty pak rozvine v novou generaci. Vylepsenim FMGA
pfistupu jsou napt. algoritmy GAMOT nebo GAME, ktery dosahuje v nékterych typech
realnych sekvenci lepsich vysledki! nez MEME a dalsi algoritmy zaloZzené na EM.
GEMFA algoritmus navic vyuziva pravé EM, kdy pouzitim genetickych mechanismu fesi
problém lokalniho minima EM algoritmu. Odlisné&jsi jsou algoritmy MOGAMOD a
MHABBO, které kombinuji evolu¢ni algoritmus s multi-objective optimalizaci, ktera
slouzi k upraveni parametrti konkrétnich genetickych mechanismui.

Druhou podskupinou jsou algoritmy zalozené na rekurentnich neuronovych sitich
(RNN) — ptikladem algoritmus KEGRU vyuzivajici word2vec pro reprezentaci k-mert
nebo algoritmus DESSO, které predikuje TFBS a cis-regula¢ni motivy s vyuzitim detekce
tvaru DNA. HLARPBP algoritmus vyuziva long short-term memory (LSTM) spolu
s attention mechanismem, coz je piistup béZzn¢ pouzivany pro zpracovani jazyka (natural

language processing, NLP). [4, 6, 13, 20]

2.3.4 Neheuristické algoritmy

Existuji i exaktni algoritmy, které prohledavaji cely mozny stavovy prostor. Jejich
nevyhodou je ¢asto exponencialni doba béhu, ale pro feSeni néjakym zpiisobem omezené
ulohy se objevuji algoritmy s polynomialni dobou béhu. Obecné jsou tedy pouzitelné
spiSe na malé soubory vstupnich dat a na hledani velmi kratkych motivii, nebo 1ze pouzit
specialn& upravené algoritmy? pro béh na vypocetnich clusterech.

Tuto skupinu lze rozdé¢lit na dvé, ptipadné treti, kterd vyuziva principa prvnich dvou
skupin dohromady. Prvnim principem je iterace pies vzory motivu (pattern-driven) — |-
mery z mnoziny |Z|*, kde X je abeceda symboli. Druhym principem je rozdéleni celého
vstupu na vzorky (sample-driven) — mnozinu az t - (n — [ + 1) I-merd. Tyto I-mery jsou
z definice ulohy jiz hotovymi motivy, ale lze | nahradit mensim ¢islem k a tyto k-mery

vyuzit jako zéklad pro hledani pomoci skenovani jejich okoli. [4, 6, 13, 20]

! Tabulka 5 — porovnani algoritmu GAME proti EM, https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btl147
2 Napt. https://doi.org/10.1093/bicinformatics/btv466

17



https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btl147
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btv466

Algoritmi patficich do této skupiny je mnoho, ¢ast z nich voli hledani hrubou silou,
Algoritmy lze dale délit podle datové struktury vyuzité pro hledani: hledaci strom nebo
trie, hashovaci datova struktura, graf nebo vzacnéji i integer linear programming (ILP)
nebo branch and bound metoda. Jmenovité nejvétsi ¢ast z této skupina obsahuje v nazvu
PMS a ngjaky piivlastek nebo ¢islovku (napt. recentnéjsi gPMS9 nebo v ramci této
skupiny casto porovnavany PMSprune), z jinych napi. SMILE, PAMPA, Weeder nebo
VOTING, ktery vyuzivda mechanismu hlasovani, kdy kazdd sekvence obsahujici
konkrétni motiv mu da pravé jeden hlas. [4, 6, 13, 20]

2.4 Porovnavani motivu

Vzhledem k velkému mnozstvi pievazné heuristickych nastroji na hledani motivi se
doporucuje jich vyuzit nékolik, tak aby se maximalizovala pravdépodobnost nalezeni
vSech hledanych motivii. To vede na otdzku, jak motivy mezi sebou porovnavat.
Porovnavat se motivy daji dle biologickych vlastnosti nebo z matematického hlediska.
Nejobecné€jsim zapisem motivu je matice pravdépodobnosti, na kterou lze jiné matice
jako PFM nebo PWM snadno ptevést. Oproti jinym hodnotdm mé pravdépodobnost
vyhodu fixniho rozsahu od 0 do 1, Ize tedy spocitat ,,vzdalenost* matice obdobn¢ jako
vzdalenost vektort. Tento pfistup neni ale uplny, nebot nevyuziva znalosti o
problematice motivi. Kromé ptimého porovnani matic existuji také algoritmy zalozené
na statistickych metodach, napt. Pearsontv y? test, Pearsontiv korela¢ni koeficient nebo
Fisheriv exaktni test, které porovnavaji, zdali jsou si dva sloupce (tj. jednu konkrétni
pozice prvniho motivu proti né¢jaké pozici druhého motivu) matice podobné. [9, 22, 23]

Nastroj MOTIFSIM umoznuje porovnavat libovolny pocet vstupnich seznami
motivl V riznych formatech. Nejprve vSechny motivy pfevede na PPM a také k nim
vytvoii komplementarni verze. Poté pro vSechny mozné dvojice motivil spocitd skore
podobnosti a tim je setadi od nejpodobnéjsich po ty, které jsou na prahu, ktery si uzivatel
zvolil pred spusténim nastroje. Vystupem jsou pak seznamy dvojic podobnych motivii:
pro kazdy vstupni seznam zvlast’ a jeden pro globéalni porovnani napfic¢ seznamy. Néstroj
také nabizi vytvofeni obrazku se stromem!?, ktery podobné jako fylogeneticky strom

ukazuje skupiny podobnych motivi. [9]

! Ukazka od autort nastroje MOTIFSIM: http://motifsim.org/download/results/v2-2/R_06-18-
18 1442 Global_Matching_Motif Tree.png
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Druhym vyuzitim porovnani motivli podle podobnosti je hledani Vv existujicich
databazich motivii (napf. JASPAR nebo TRANSFAC). Tuto funkcionalitu nabizi
algoritmus Tomtom, ktery krom¢ zpracovani dat z databazi implementuje vlastni metodu
pro porovnani motivi. Ta v8ak v jadru pouziva funkci pro porovnani dvou sloupct a kK ni
sedm implementaci, znichz ¢tyfi jsou zminéné v prvnim odstavci této kapitoly. Na
vystupu algoritmus vraci takové motivy, jejichz podobnost je lepsi nez nastaveny prah

vyznamnosti pomoci E- nebo g-hodnoty. [22]
2.5 Hledani motiva v datech ze sekvenovani

Motivy lze hledat i v sekvencich, které pochazeji pfimo z NGS, napi. RNA-seq nebo
ChlP-seq. Vétsina modernich sekvenatorti generuje FASTQ soubory, ze kterych je nutné
nejprve vytvorit ptivodni sekvenci pomoci de novo zarovnani nebo zarovnanim proti
referen¢nimu genomu do BAM souboru. Ze zarovnané sekvence si uzivatel dle svého
uvazeni vybere ¢ast, ve které chce hledat, napt. oblasti zkoumanych geni ¢i jejich casti.
Kvalita ptipravy sekvenci je kliCovym faktorem pro nalezeni potencialné biologicky
signifikantnich motivll, jakékoliv sekvence navic, az uz zdvojené nebo pro dany
experiment zbytecné, zanési do hledani Sum.

Po ptipravé sekvenci nasleduje samotné de-novo hledani motivi. Kromé primarni
vstupni sekvence, ve které chceme motivy hledat, jsou bézné jest¢ dva argumenty:
sekvence pozadi a omezeni délky hledaného motivu. Omezeni délky slouzi hlavné ke
zkraceni doby béhu algoritmi, protoze jinak by mohly byt hledany i motivy fadové ve
stovkach nukleotidd dlouhé, coz vétsinou neni zadouci. Sekvence pozadi slouzi ke
kontrole FP (false positive) motivii, piikladem ve vstupni sekvenci muze existovat
podretézec s relativné malo vyskyty a byt tedy potencialni kandidatem na motiv, ale ve
skutecnosti se miiZze jednat o bézny podietézec s velkym vyskytem mimo vstupni
sekvenci. Tento pfistup je v literatufe referovan jako diskrimina¢ni hledani motivia.

Posledni ¢asti je vyhodnoceni nalezenych motivi, které se muize skladat z vice kroki:
porovnani motivii mezi sebou piipadné proti existujicim databazim (kapitola 2.4),
slouceni motivii V nové motivy, nové, ale globalni, ohodnoceni na vstupnich sekvencich
(protoze riizné programy pouzivaji rizné metriky kvality), aj. Poté uz je jen na uzivateli,

€0 s nalezenymi motivy udéla. [6, 11, 24]
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2.6 Formaty sekvenci a motivi

FASTA — c¢lovékem Ccitelny format pro zapis sekvence spolu sjejim obecnym
popisem. Jedna se o seznam zaznamu, ktery je sloZen z tadku popisu zacinajicim
symbolem ,>* a z jedno nebo vice fadkl sekvence. Popis miize obsahovat libovolna data,
neni proto mozné se snazit o n¢jakou interpretaci, je na uzivateli, aby zajistil, Ze popis
obsahuje data, kterd dany program ocekava.

FASTQ — soubor typicky obsahujici data ze sekvenace, tj. sekvence jednotlivych
readt a data o jejich kvalit€¢. Formatoveé se jedna o rozsifeni FASTA, kdy pro kazdou
sekvenci existuje jesté jedna sekvence ASCII? symbolti od ,!* do ,~* vyjadiujici kvalitu
od nejmensi po nejvétsi — kvalita zde znamend pravdépodobnost, Ze se dané pozici
opravdu nachazi dany nukleotid. Obdobn¢ jako u FASTA i zde popis miiZze obsahovat
libovolna data, ale pfi béZném vyuziti obsahuje format vyuzivany sekvenatorem
pouzitym pii sekvenaci, data Ize tedy o néco 1épe interpretovat. [11]

SAM/BAM/BAI — Sequence Alignment/Map textovy format, v binarni verzi BAM
s indexovacim BAI souborem. Format slouzi k ulozeni informaci o zarovnani éteni (ze
sekvenace) vuci referencni sekvenci (typicky genomu) a rozliSuje dva typy ¢teni: linearni
— muze obsahovat inzerce, delece nebo byt ¢astecné nenamapované, ale je pouze na
jednom vlakné, chimérické — pivodni ¢teni nelze reprezentovat jako jedno linearni, napft.
doslo k mapovani jedné ¢asti na ,+° vlakno a druhé na ,—* vlakno, ale 1ze je po rozdéleni
na Casti zapsat jako vicero linearnich ¢teni. Kazdé zarovnané ¢teni obsahuje alespon 11
povinnych udajt, vybrané udaje: samotné ¢teni a jeho kvalita, pozice a kvalita zarovnani
na referenéni sekvenci, fetézec ,,CIGAR® obsahujici pro kazdy nukleotid informaci o
porovnani proti referenéni sekvenci (shoda, inzerce, delece, ...). [15]

MEME/TRANSFAC - textové ASCII formaty, které slouzi pro zapis motivi
vV maticové podobé€. V nejjednodussi podobé obsahuji nazev motivu (unikatni v ramci
jednoho souboru) a matici pravdépodobnosti v piipadé MEME formatu nebo matici
frekvenci v ptipadé TRANSFAC formatu. Dale mohou obsahovat rliznd metadata

specifikujici vlastnosti motivu, napf. verzi nebo taxon organismu. [8]

1 ASCIl a UTF-8 jsou b&zné pouzivana kodovéni textovych soubort
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GFF3 — textovy UTF-8! format pro popisovani isekli sekvenci, primarné genomi, a
jejich vlastnosti nebo piiznakii. Formatove se jedna o tisloupcové CSV s tabuldtorem
jako oddélovacem. Prvnich 8 sloupcii jsou fixni typy jako pozice a typ vlastnosti nebo
vlakno, posledni sloupce je fetézec reprezentujici mapovani kli¢=hodnota;klic=..,
ktery slouzi pro libovolna data, ale nékteré klice jsou zadefinované: Dbxref je reference
do n¢jaké databaze, parent ukazuje na nadiazenou vlastnost (napi. konkrétni transkript
ukazuje na gen, ze kterého pochazi). [17]

BED — ma obdobny format jako GFF3, ale slouzi primarné pro oznacCovani a
podbarveni konkrétnich tsekd sekvenci. Na rozdil od GFF3 poskytuje pouze jedno

obecné pole pro popis a soutfadnice jsou indexovany od nuly, GFF3 indexuje od 1. [18]
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3 Analyza vychozi aplikace

Tato diplomova prace vychazi z aplikace Jana Hol¢éaka [7], kterou bylo nutné piedem
zanalyzovat a vybrat ty ¢asti, které ptijdou pouzit pro tvorbu nové aplikace. Analyza byla
provedena v ramci projektu predchazejicimu této praci a byla zaméfena na funkcnost
jednotlivych &asti, které jsem podrobil testovanil, a také na snadnou integraci do dalsich
programt pomoci kontejnerové virtualizace. V nasledujicich kapitolach je popsan stav,
ktery vznikl stazenim piilohy diplomové prace [7] (slozka project_source_code) a
drobnymi zménami pii testovani a evaluaci [pfiloha A — slozka projekt, soubor
thesis.diff, ptipadné skript download_unpack_patch_thesis.sh pro stazeni a
aplikovani zmén]. Souéasti projektu bylo také vypracovani navodu na pouziti této
aplikace, ze kterého jsou zde zakomponovany pouze nekteré Casti.

r v O

3.1 Analyza vybranych c¢asti dle adresariu kodu

3.1.1 ,bioplachta_containers*

Kazdy podadresaf obsahuje soubory potiebné k vytvoreni kontejneru ve virtualiza¢ni
aplikaci kompatibilni s rozhranim Docker. Program nabizi kompatibilitu s platformou
Docker a Singularity, pfidani dal$i platformy je relativné jednoduché — staéi aby byla
schopna zpracovat ,,Dockerfile® definici kontejneru a uméla pii spusténi kontejneru
pfijmout mapovani adresaii (angl. volume mapping). Pro tento ucel byly autorem
vytvofeny build.sh skripty a hlavni skript build_all.sh, které dohromady slouzi
k vytvoifeni vSech obrazii kontejnert pro Docker virtualizaci. Bohuzel pro Singularity je
nutné nejdiiv bud’ vytvofit Docker obrazy a ty pievést na Singularity obrazy nebo
zkonvertovat soubory Dockerfile do formatu, ktery Singularity umi zpracovat. Autor
zvolil prvni moznost, kdy hotové Docker obrazy nahral na vefejné piistupny portal?, diky

¢emuz zjednodusil instalaci pro dalsi uzivatele.

! Testovano na Windows 11 s vyuzitim WSL 2 (Debian 11.8) a Singularity 3.11.5.
2 Profil autora s jeho nahranymi Docker obrazy https://hub.docker.com/u/plachtallb
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Moznost vyuziti obecné zavisi na nasledujicim: pro ¢ast programi, které autor ve své
aplikaci pouzil, Docker obrazy poskytuji pfimo tvlrci konkrétnich programi, zde Ize
predpokladat zajisténi vyvoje do budoucna. Z Docker obrazi vytvorenych autorem prace
je ¢ast programi pravdépodobné jiz bez jakéhokoliv aktivniho vyvoje. Ale u téch, které
jesté aktivni vyvoj maji, by bylo idedlni do budoucna zajistit alespon zakladni formu
manualnich aktualizaci. V dob¢ psani této prace budou vyuzity vsechny Docker obrazy,
tak, jak je autor vytvoril, kvili ndvaznosti na dalsi ¢asti jeho prace, piipadné aktualizace
a vylepseni mohou byt predmétem dalSiho vyvoje.

Pokud by chtél uzivatel pridat dalsi program na hledani motivl, ktery nema vlastni
Docker obraz, pak muze Vtomto adresafi manudlné vytvofit soubory pro sestaveni
nového obrazu. Samotné ptidani obrazu do aplikace je stfedné naro¢nym ukolem —
vyzaduje Gpravu na nékolika mistech a vytvoteni skriptl pro pfedani vstupu a zpracovani

vystupu programu.

3.1.2 ,generate fasta“

Skripty napsané v programovacim jazyce Bash v tomto adreséafi slouzi k pfevodim
formatt nukleotidovych sekvenci, zarovnani cteni ze sekvenace proti referencnimu
genomu, manipulacim se sekvencemi (vystfihovani/slucovani, tvorba konsenzus
sekvenci, ...), stahovani referencnich genoml a jejich anotaci ¢i tvorb&€ novych
randomizovanych sekvenci pro testovani.

V adresaii pipelines se nachazeji skripty zacinajici generate_fasta_, které
ptipravi FASTA soubory pro hledani motivi. Prvni se sufixem bedtools slouzi k tvorbé
FASTA soubort pfimo ze sekvenace a pfi bézném pouZiti vyzaduje jesté n€kolik jinych
skriptd k predptipravé dat. Druhy koncici biomart stdhne pomoci Biomart API 5° a 3°
UTR oblasti (Ize stahnout i gene_exon, cdna a coding oblasti) z preddefinovanych gend,
poté je mirn¢€ upravi pro hledani motivi. Posledni zplisob generace je pomoci autorem
vytvofeného programu PPRSG, ktery vygeneruje sekvence na zaklad€ vstupniho modelu
a parametrt a poté do nich vlozi uméle vytvorené motivy. Takto vygenerované sekvence
jsou ur¢ené pro kvalitativni a kvantitativni testovani programt hledajicich motivy, jelikoz

je pfedem znamy vysledek.
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Nékteré skripty obsahuji konkrétni cesty ke vstupnim soubortim a vyZzaduji nastaveni
dvou enviromentalnich proménnych: DATASET_eIF4E — fixni adresafova struktura
s daty z jedné konkrétni sekvenace!, MF_PROJECT_DATA_DIR — adresaf pro ukladani
vystupt, stazenych soubort apod. se subjektivné zbyte¢né slozitou vnitini strukturou (viz
ukazky cest k souborim v nasledujici kapitole). Z téchto téi davodu by bylo velmi
naro¢né pouzit tyto skripty v dal$i aplikaci — pievedeni prvnich dvou na argumenty

skript vyZzaduje rozsahlej$i zmény v kodu skripta.

3.1.3 ,find_motifs*

Tento adresar je svoji vnitini strukturou podobny adresaii generate_fasta, ze
kterého jako vstup pro hledani motivii piebird FASTA soubory. Druhou funkei skripti je
pfevadéni a slouceni vystupll programt hledajicich motivy.

V adresdfi pipelines se nachédzeji  skripty run_pipeline.sh a
run_pipeline_biomart.sh, které spusti hledani motivi v FASTA souborech ze
sekvenace a z Biomart API. Oba skripty vyuzivaji seznam zvolenych programu ve skriptu
pipelines/scripts/search.sh, kde lze za/odkomentovanim fadku zvolit, zdali
bude program soucasti hledani nebo ne. U nékterych programil jsou uvedeny poznamky
o kvalité vysledkl ¢i dobé béhu. Po spusténi skriptu jsou postupné prohledany vSechny
zvolené  datasety, seznam zvolenych  datasett lze  upravit v souboru
generate_fasta/pipelines/prefix_filter v adresati vystupnich soubord.

Vystup hledani je uloZzen do slozky find_motifs v adresafi vystupt — obsahuje
vysledky hledani motivi i jejich souhrny z nasledné konverze. Struktura slozky je:
[nazev datasetu]/result_motifs/[ndzev programu na hleddni motivl]
/[nazev konkrétniho hledani]/[je-1i program framework s vice
algoritmy pak cesta obsahuje ,,tag [nazev algoritmu]“]

, kde nazev konkrétniho hledani je ve formatu:

out_[minimdlni délka motivu]to[maximalni délka motivu]_[,,withbg*
nebo ,,nobg“ podle toho, zdali byla zadana sekvence pozadi (tj.
probéhlo diskriminacni hledani)] [nazev vstupniho FASTA souboru,

ve kterém se hledaly motivy].

! Tato data byla poskytnuta vedoucim prace, mél jsem je k dispozici pfi testovani a mél je k dispozici
i autor analyzované aplikace.
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Ve slozce jednoho hledani Ize nalézt kompletni vystup programu (vcetné logt) a vystup
konverze pomoci autorova programu lead2gold — tyto soubory =zalinaji na
result_converted a jedna se normalni textové soubory. Konverze probihd do tiech
formatt: seznam konsenzd motivii, MEME a TRANSFAC soubory s maticemi vyskytt
nukleotid v motivech.

Cely tento mechanismus interné pouziva pod¢ast autorem nazvanou Paraffin. Jedna
se o skripty ptimo ovladajici jednotlivé kontejnery s programy na hledani motiv nebo
jejich konverzi, které maji spoleény vstupni skript containter.sh, kterym se bud’
spusti hledani nebo konverze pomoci autorova programu lead2gold. Tento skript slucuje
nazvy parametrii jednotlivych programi a poskytuje kvalitni rozhrani pro jejich
spousténi, proto jsem si tento skript jako jediny vybral K vytvofeni rozhrani mezi
autorovou a moji aplikaci.

Posledni vyznamnou ¢asti je podadresdt similarity/cluster_similar se
skripty pro porovnani nalezenych motivii Vramci jednoho datasetu. Skript
similarity/compare/compare.sh pak slouzi k porovnani dvou ptedchozich
porovnani. Za zminku stoji jesté¢ skript logo.sh pro zobrazeni motivli ve forméatu
WebLogo. Tyto skripty jsou ale nestabilni nebo nefunkéni, nebyly proto pouzity pii

vyvoji nové aplikace.

3.14 ,lead2gold*

lead2gold je autorem vytvofeny program pro konverzi vystupli jednotlivych
programl na hledani motivii do formatu MEME (pravdépodobnostni matice vyskytu
nukleotidu) a TRANSFAC (matic poctu vyskytl nukleotidil), tak aby dalsi zpracovani

vystupt bylo snazsi a vystupy Slo porovnat mezi sebou.
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3.1.5 Ostatni ¢asti aplikace

Ve zdrojovém kdédu programu se misty vyskytuji soubory pro méfeni vykonu a doby
béhu jednotlivych ¢asti, obecné tyto soubory obsahuji vnazvu perf nebo
performance. Piedposlednim adresaiem s kodem je motif description, kde se
nachdzeji skripty spoustéjici program Tomtom pro porovnani jednoho motivu proti
databazi motivil. Poslednim adresifem je mp_prepare, ktery spoleéné s nékolika
skripty v adresafi generate_ fasta slouzi k transformacim dat zjedné konkrétni
sekvenace a svoji syntaxi kodu i vystupem se vyznamné odlisuji od zbytku aplikace, proto

tento adresar nebyl dale analyzovan.

3.2 Vyhodnoceni analyzy

Cilem analyzy bylo zjistit jaké funkce poskytuje aplikace Jana Hol¢aka, zdali tyto
funkce délaji to, co maji, a také jaka je jejich vyuzitelnost pro dalsi vyvoj.

Aplikace ma funk¢ni a kvalitné provedou ¢ast pro manipulaci s Docker obrazy, tato
Cast bude vyuzita v nové aplikaci. Cast pro manipulaci se sekvencemi, at’ uz lokalng
vytvofenymi nebo stazenymi z internetu, byla otestovana a je z vétsi ¢asti funkcni, ale i
tak pro dalsi pouziti je nevhodna kvuli fixnim cestam k soubortim. Tato ¢ast bude v nové
aplikaci naimplementovana od zakladu znova, ale tak, aby byly pfiblizné zachovany
nabizené funkce. Nastroje pro nasledné zpracovani nalezenych motivii jsou pouze
naznaceny a nepodatilo se mi je spustit, alesponi je 1ze vyuzit jako zaklad pro dalsi reSersi.

Obecnou nevyhodou je uzavienost pouze na RNA sekvence. V DNA sekvencich 1ze
hledat také, ale programy, které umoznuji piepinat mezi DNA a RNA vstupem, jsou
nastaveny na RNA, a proto se motivy s komplementarnim vyskytem nemusi objevit ve

vystupu hledani. Tento nedostatek z ¢asovych diivodi bude zachovan.

! Tato ¢ast programu bohuzel nebyla otestovana kviili nasledujicimu souboru http://alternate. meme-
suite.org/meme-software/Databases/motifs/motif databases.12.19.tgz, ktery mi neslo stadhnout.
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4 Popis vytvorené aplikace

Cilem je vytvofit aplikaci, ktera navaze na predchozi aplikaci (kapitola 3) a ptida
nové funkce. Pfedchozi aplikace byla napsana v jazyce Bash s vyuzitim virtualizace, C0Z
umoznuje relativné snadné spusténi na vétsiné unixovych operacnich systémi. Problém
muZe nastat pfi spusténi na opera¢nim systému Windows, ktery v zakladni instalaci nema
interpret jazyka Bash a také muzZe nastat problém pfi prevodu cest k souborim (unixové
systémy pouzivaji jako oddé€lovace znaky ,/* a ,;*, kdezto Windows pouzivaji ,\‘ a ,:°).
Tento problém lze obejit pomoci WSL a spustit celou aplikaci v ném. Rozhranim je pouze
piikazova radka.

Nov¢ vytvorena aplikace ma nazev Programmable Motif Discovery Tool je napsana
v Jave 21, tento jazyk jsem zvolil proto, abych predesel ptipadnym problémim pti béhu
na riznych operacnich systémech a také proto, ze v zakladni distribuci JRE je dostupna
GUI knihovna, coz mi umoznilo vytvofit jednoduché grafické rozhrani pro konfiguraci
programu. Stejné jako ptedchozi aplikace podporuje nové vytvorend aplikace virtualizaci

pomoci Docker a Singularity.
4.1 Zakladni popis aplikace

Vzhledem k rtiznorodosti biologickych experimentdl pfi hledani motivi a kvuli
existenci dvou uzivatelskych rozhrani, GUI a CLI, je zdkladnim prvkem prostfedkem
v aplikaci konfigurace ,,experimentu®, ktery se sklada z jednotlivych vypocetnich krok,
které si zvoli dle svych potieb. Aplikace proto nema konkrétni fixni vstup ani vystup,
oboje zalezi na vstupnich a vystupnich krocich. I ptesto lze primarni vstup definovat jako
néjakou formu sekvenci a primarni vystup jako n&jaky format nalezenych motiva.
argumentu v pirikazové tadce. Ale pro lze argumentovat, ze pro bézného uzivatele je
pohodingjsi konfiguraci vytvofit pomoci GUI nez ¢ist dokumentaci k jednotlivym
argumenttim. Konfiguraci je mozné ulozit a nasledné spustit nebo nacist na jiném stroji,
coz lze prirovnat k manipulaci se seznamem piikazd pro piikazovou fadku ulozeném
spustit na hardwarové vykonné&jsim stroji (napt. vypocetnim clusteru), kde je k dispozici

pouze CLI.
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4.1.1 Konfiguracni format a definice experimentu

Konfiguraci experimentu lze ulozit jako soubor ve formatu JSON, ktery jsem zvolil
kvuli moznosti snadné editaci libovolnym textovym editorem a kvili Siroké podpoie
napfi¢ jinymi programovacimi a skriptovacimi jazyky. Lze tedy napf. ménit cesty ke
vstupnim soubortim pii sekven¢nim spousténi aplikace nad riznymi sadami dat.

Jeden experiment (rsp. jeho konfigurace) se sklada z libovolného poctu kroki, kdy
kazdy krok muze mit libovolny pocet argumenta, které slouzi jako nastaveni dané¢ho
kroku, a vstupni a vystupni proménné, které slouzi ke vzajemnému spojovani krokd,
spojené kroky pak vytvari graf tiloh (task graph). Argumenty maji konkrétni datovy typ
a vétsinou jasn¢ definovany rozsah hodnot. Proménné jsou mapovany na soubory na
disku uzivatele, jejich datovy typ je na venek uzivateli skryt — interné je reprezentovan

jako slaby datovy typ pomoci pfedpokladané pfipony souboru.

4.1.2 Argumenty aplikace

Aplikace ma 3 argumenty:

- -c nebo --headless — pokud tento piepina¢ neni zadan, spusti se GUI verze
aplikace, pfi zadani tohoto pfepinale se spusti verze s CLI a je vyzadovan
piepinac -e

- -e nebo --experiment nasledovany cestou ke konfiguraci experimentu —
aplikace nacte tuto cestu automaticky, v GUI verzi se otevie editatni menu,
v CLI verzi se experiment rovnou spusti. Data vygenerovana pii béhu
experimentu jsou ulozena v adresafi, ktery se vytvori ve stejné slozce jako soubor
experimentu a jmenuje se [ndzev experimentu bez pripony souboru]
_data. Tento adresart je kdykoliv mozné smazat, dilezita je pouze konfigurace

- -rnebo --runtime-dir nasledovany cestou k adresafi pro ukladani globalnich
dat aplikace. Neni-li argument zadan, nebo je prazdny, pak je cesta shodna
S cestou, ze které byla aplikace spusténa. Struktura adresate: konfigura¢ni soubor
aplikace global_config.json, vychozi adresat pro ukladani experimentd a
jimi vytvorenych dat experiments, adresafe pro uloZeni doCasnych souborti
aplikace singularity repo, docker_repo a paraffin_framework.
Dalsimi podslozkami jsou ekvivalenty adresaiti ve zdrojovém kodu pro staticka
data: language — pro jazykové mutace, templates — pro predlohy konfiguraci

experimentl, a genetic/genome — pro definice referencnich genomfl.
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4.1.3 Grafické rozhrani aplikace

GUI je implementovano pomoci knihovny Swing. Sklada ze tfi menu: zakladni
menu, editani menu jednoho konkrétniho experimentu a menu pro zobrazeni aktudlné
spusténého experimentu. Za zminku stoji je$té menu nastaveni (kapitola 4.1.5).

Zakladni menu se otevie pii spuSténi aplikace a nabizi seznam experimentl
ulozenych ve vychozi slozce, seznam piedloh a tlac¢itka pro vytvofeni/otevieni
experimentu a nastaveni. Pfi kliknuti na pfedlohu se vytvofi novy experiment, predlohy
ve mozné vytvaret editaci a zkopirovanim konfigurace experimentu do slozky
templates v globalnim adresafi aplikace. (obrazek 3 v ptiloze C)

V editaénim menu lze pfidavat, pfesouvat a odebirat jednotlivé kroky, u kazdého
kroku je mozné nastavit argumenty, vepsat nazvy vystupnich proménnych a zvolit/vepsat
nazvy vstupnich proménnych — aby zvoleni proménné fungovalo, je ticba provést
kontrolu konfigurace, béhem které se zjisti, jaké proménné z piedchozich kroki lze
pouzit. V horni li§t¢€ Ize pak zkontrolovat konfiguraci, spustit, ulozit, znovu nacist z disku
nebo smazat experiment vcetné vygenerovanych dat (v soucasné verzi aplikace jsou
tlacitka s negativnim nebo destruktivnim vyznamem bez potvrzovaciho dialogu).
Experiment se také ulozi pfi zavieni aplikace, je ale lep$i ho pfed kazdym
spusténim/zavienim manualné ulozit, aby se zabranilo ztraté¢ konfigurace. Pii kontrole
konfigurace se u kazdého vstupu muze objevit oznameni, problém nebo chyba
upozornujici uZivatele na dalsi informace ohledné zadanych hodnot. Téméf vSechny
prvky tohoto menu maji popisky (tooltips), které detailngji vysvétluji, co dany krok déla
nebo argument ovliviiuje. (obrazek 4 v ptiloze C)

V menu zobrazujicim postup spusSténého experimentu je u kazdého kroku lista
zobrazujici procentualni postup a jeho vystup. Vystupem kroku mize byt textovy status
nebo specialni typ vystupu, napf. tlacitko otevirajici soubor ¢i slozku nebo obrazek
WebLoga. Dole se nachazi tlacitko na zastaveni experimentu, nejedna se vzdy o okamzité
zastaveni experimentu, n¢kdy je tfeba pockat na dokonceni ¢asti kroku, obzvlast’ pokud
ona ¢ast bezi ve virtualizaci. Zavieni aplikace pii béhu experimentu se v soucasné verzi
aplikace nedoporucuje, divodem je v soucasné verzi nedostatecna ochrana na ukonceni

virtualizaénich procest. (obrazek 5 v piiloze C)
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4.1.4 Rozhrani prikazové radky

Aplikace je mozné spustit i V rezimu bez grafického rozhrani. Tento rezim rovnou
spusti experiment, pokud je jeho konfigurace v poradku, jinak skon¢i chybovou hlaskou.
Béh experimentu lze zastavit poslanim EOF (end of file) symbolu®. Stejné jako pii GUI
rezimu se v soucasné verzi aplikace nedoporucuje okamzité ukonceni béhu (pomoci
Ctrl+C). Textovy vystup CLI neni uren pro parsovani a je primarn¢ informaci pro
uzivatele, specialni vystupy krokti jsou vétsinou preveditelné na text, vyjimkou jsou napf.

obrazové vystupy. Skonéi-li béh chybou, pak je nastaven p¥islusny nenulovy exit code?.

4.1.5 Prvni spusténi aplikace

Pfi prvnim spusténi, nezavisle na zvoleném rozhrani, aplikace uzivatele vyzve, aby
si vybral, jakou virtualiza¢ni aplikaci chce pouzit — zobrazi se nabidka s volbou aplikace
a detekovanou verzi. V rezimu s GUI je navic mozné zvolit jazyk aplikace, zapnout
zobrazeni experimentélnich funkci nebo napt. zménit pocet jader pro paralelni vypocty.
Jazyk a jina nastaveni CLI Ize zménit v globalni konfiguraci aplikace. (obrazek 7

v ptiloze C)
4.2 Funkcionality aplikace a jejich implementace

Nasledujici kapitoly popisuji jednotlivé kroky a Casti aplikace a jejich implementace.

Orienta¢ni seznam packages® a jejich obsahu:

cz/schimpet/pmdt — obsahuje obecné tiidy aplikace a Main tfidy a vSechny
nasleduji packages

- cli — tfidy implementujici CLI

- container —rozhrani pro ovladani virtualiza¢nich aplikaci

- experiment — mechanismus krokii a konfigurace experimentu

- gui — t¥idy vyuzivajici knihovnu Swing pro implementaci GUI

- plugin —rozhrani zdsuvnych modula

- step - implementace jednotlivych krokd, jejich datovych typi a vSechny k tomu
potifebné pomocné ttidy, veSkeré funkce specifické pro hleddni motivii jsou zde

- util — podptirné tiidy aplikace

1 Klavesova zkratka Ctrl+Z pro Windows, Ctrl+D pro vétsinu unixovych opera¢nich systémii
2 Tabulka s kody je v piiloze A v souboru src/main/java/cz/schimpet/pmdt/cli/exit_code_map.txt
3 package je ekvivalent adresafe v programovacim jazyce Java
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4.2.1 Definic¢ni a vstupni kroky

Prvni skupinou krokt jsou takové, které slouzi pouze k definici néjaké proménné.
Jejich implementace obsahuje, az na FASTA soubor, pouze validaci vstupu. V soucasné
verzi aplikace Ize zadefinovat cesty k souboru (formaty: FASTA, BAM, MEME motivy,
JSON motivy — interni format aplikace), seznam genti nebo transkriptd ve formatu
Ensembl — ENSyyyGx nebo ENSyyyTx, kde x je 11mistné ¢islo genu nebo transkriptu a
yyy je tiipismenna zkratka druhu organismu, kterou Ize v ptipadé ¢lovéka vynechat.

Specialni funkci mé krok pro zavedeni FASTA proménné, ktery generuje interni
metadata ke vstupni sekvenci. Metadata poskytuji obecné informace 0 sekvenci bez
nutnosti ¢ist nebo modifikovat pivodni FASTA soubor. Pfi generovani metadat
se interpretuji nazvy FASTA sekvenci, které mohou obsahovat libovolné informace,
soucasna verzi aplikace umi detekovat nazev chromosomu a soufadnice v ramci
chromosomu — rozpoznavan je pouze UCSC! format chr[nazev chromosomu]:
[start]-[konec] — start a konec tvoii uzavieny interval indexovany od 1, lze také
pouzit format [ start]+[délka], pokud je sekvence slozena z vice nesouvislych useki,
Ize opakovat bud’ cely format, nebo jen interval pies stfednik nebo ¢arku. Ostatnimi
metadaty jsou: volitelné nazev a verze referenéniho genomu, délka a pocet jednotlivych
symbolu v sekvenci.

Do této skupiny lze zafadit i krok na filtrovani FASTA souboru podle nazvu
sekvence. Tento krok ma jako jediny argument textové pole, které je interpretovano
nasledovné: kazdy neprazdny fadek, ktery neni komentat, mize zacinat r: nebo c: nebo
ni¢im. Prefix r: slouZi pro zadani regularni vyrazu, fadek bez prefixu nebo s prefixem

c: je interpretovan jako hledani pomoci exaktniho podretézce.

! Format pojmenovany podle University of California, Santa Cruz, jejiz Genomics Institute provozuje
webovou stranku Genome Browser, ktera tento format pouziva
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4.2.2 Vystupni kroky

Primérni vystupem aplikace jsou motivy, aplikace nabizi nasledujici formaty motivii:
konsenzus motivu, WebLogo obrazek a MEME soubor se v§emi motivy (obsahujici jejich
PPM). Prvni dva formaty lze bud’ ulozit do souboru nebo zobrazit piimo v aplikaci,
MEME soubor Ize pouze ulozit. U kazdého motivu, ktery vznikl jako vystup n¢jakého
kroku, je v obecném popisku uvedeno, ze kterého programu nebo kroku pochazi
ve formatu prefix:sufix, kde prefix je nazev aplikace a sufix je nazev algoritmu, ze
kterého motiv pochazi. Mozné prefixy jsou ,paraffin (pro motivy z hledani pomoci
programu frameworku Paraffin, sufixy jsou nazvy programu pro hledani motivti) nebo
,pmdt* (pro motivy vytvorené Vv této aplikaci, sufix je zatim jediny mozny ,,motifsim*
pro sloucené motivy Vv krocich z kapitoly 2.4).

Pro format WebLogo jsem vytvofil virtualizacni kontejner, ktery je slozen
z minimalniho kernelu Alpine Linux ve verzi 3.20 + Python3 interpretu + WebLogo3
knihovny!. Pii tvorbé jsem narazil na problém, kdy byla vyzadovana dnes jiZ relativné
stara verze ,,9.50-r1* knihovny ghostscript. V navaznosti na to jsem musel piidat package
repositar ve verzi 3.11, abych mohl knihovnu stahnout. (obrazek 8 v pfiloze C)

Sekundéarnim vystupem jsou soubory, které vyprodukuji programy pouZité vV ramci
nékterych krokl, napt. u programi na hledani nebo porovnani motivli to mohou byt
HTML soubory vhodné pro zobrazeni uzivatelem. Nekteré tyto soubory jsou
prezentovany i jako vysledky kroku, ve v§ech ostatni ptipadech je 1ze dohledat v adresafi

s daty experimentu, ktery se nachazi ve stejné slozce jako soubor experimentu.

4.2.3 Krok na stazeni sekvenci pomoci Biomart API

Tento krok umoziuje stahnout oblasti geni nebo transkriptl bez potfeby manualné
vyplnovat uzivatelské webové rozhrani, ale na rozdil od webové rozhrani poskytuje velmi
malou ¢ast ze vSech moznosti. Pii stahovani je nutné vycistit neplatné sekvence,
deduplikovat nazvy sekvenci (nékteré programy striktné vyZaduji unikétni nazvy
sekvenci) a vygenerovat metadata (viz druhy odstavec kap. 4.2.1). Uzivatel ma moznost
také volitelné deduplikovat sekvence transkriptli, nékdy jsou pod riiznymi ID transkriptii

na nukleotid stejné sekvence.

1 https://weblogo.threeplusone.com/ a https://github.com/WebLogo/weblogo
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Béhem implementace bylo pro mé¢ velkym problémem se vyznat v né¢kolikero API,
které Ensembl potazmo Biomart nabizi. Nakonec jsem se rozhodl, Ze radé&ji, i pies obtize
s XML konfiguraci, vyuziji stejnou API, kterou vyuzivaji uzivatelé pii osobni navstéve

na strance https://www.ensembl.org/biomart/martviewy/.

4.2.4 Krok pro de novo hledani motivi

Vstupem tohoto kroku jsou jeden nebo dva FASTA soubory (sekvence, ve které se
budou hledat motivy, a sekvence kontrolniho pozadi), mnozina programu pro hledani
motivi a interval délky hledanych motivi, ktery priméarné slouzi pro omezeni délky béhu
programi. Vystupem je mnozina nalezenych motivi. Pokud nejsou nalezeny zadné
motivy, pak experiment skoné¢i chybovou hlaskou.

Mnozina programu je rozd€lena na dvé podmnoziny, kdy druha obsahuje nezcela
funk¢ni nebo nezprovoznéné programy. Tato podmnozina je zobrazena pouze pokud jsou
zapnuty experimentalni funkce v nastaveni aplikace.

V tomto kroku je vyuzita Cast aplikace analyzovana v kapitole 3 — framework
Paraffin napsany v jazyce Bash. Tento framework nabizi mnoho programi na de novo
hledani motivii a slucuje jejich rozhrani za jeden vstupni skript container.sh. Mezi
argumenty tohoto skriptu patii vstupni sekvence, vystupni slozka, vybrany program na
hledani motivii a rezim — bud’ hledani nebo konverze vysledki. Kod skriptu tvofi pieklad
vstupnich argumentti, nasledovany vybranim a volanim skriptu obsluhujici argumenty
zvolen¢ho programu a zakonceny volanim kontejneru s programem.

Integrace tohoto skriptu v moji aplikaci je slozena z nasledujicich ¢asti:

- nejprve je nutné stahnout a extrahovat framework z piilohy autorovy diplomové
prace, extrahuje se pouze potiebna cCast, na Kterou se zaroven aplikuji mnou
vytvofené drobné Upravy (viz tfida ParaffinFrameworkDownloader, upravy:
opravy skrytych chyb, pfemosténi vystupu skriptii tak, abych mohl ovladat spusténi
kontejneru ve své aplikaci). Upravena cast je wulozena do slozky
paraffin_framework v globalnim adresafi aplikace.

- nasleduje instalace vSech kontejneri ze souboru paraffin_framework/
find_motifs/repository.config pomoci virtualizatniho rozhrani, které

uzivatel zvolil v nastaveni aplikace
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- samotné hledani motivii — kazdy program pro hledani motivii ma v kodu aplikace
zvlast’ definovanou svoji konfiguraci, ve které je upraveno, jak se konkrétni program
chova na vystupu nebo jaké odlisné argumenty navic potiebuje. Tato konfigurace je
spolu s argumenty kroku pii spusténi transformovana na argumenty skriptu
container. sh, ktery je poté spustén v kontejneru s interpretem jazyka Bash a ktery
vrati nazev kontejneru, piikaz programu s argumenty, mapovani slozek kontejneru
(volumes) aj. Po spusténi programu na hledani motivli nasleduje druhé spusténi
skriptu container.sh v rezimu convert, ktery slouzi ke zjisténi argumentd pro
program lead2gold, ktery je nasledné spustén. Vystupem tohoto programu jsou
MEME soubory motivii s nazvem result_converted. pwm, bohuzel tyto soubory
nemaji fixni cestu a ani pocet, proto je nutné tyto soubory hledat pomoci regularniho

vyrazu.

Spousténi programil je fizeno poctem dostupnych vldken procesoru, tento pocet 1ze
upravit v nastaveni aplikace. Tento pfistup je pon€kud problematicky, nékteré programy
jsou jednovlaknové a jiné uméji samy vyuzit vSechna vlakna procesoru, muze tedy dojit
k piehlceni procesoru a tim zbyte¢nému prodlouZeni doby béhu. Reseni tohoto problému
jsem z ¢asové naro¢nosti odlozil na pozdéji, nebot’ bych musel kazdy program analyzovat
VlepSim pfipadé ctenim manudlu, Vv horS§im ptfipadé ctenim kodu nebo analyzou

systémovych volani (pokud program neni open-source).

4.2.5 Krok pro hledani motivi v sekvenci

Tento krok je implementovan pomoci programu FIMO z MEME-suite frameworku,
ktery prohleda pro vSechny pozice ve vstupni sekvenci a pro kazdy nalez motivu spocita
log-likelihood ratio skore, ze kterého spocita p-hodnotu — pravdépodobnost, Ze nahodila
sekvence o stejné délce jako motiv bude mit lepsi skore, nez je skore motivu, a také g-
hodnotu — minimalni false discovery rate (FDR), pfi které Ize nalez motivu povazovat za
statisticky signifikantni. Maximalni prahovou p-hodnotu na vystupu je mozné nastavit
jako argument. Pokud neni zaSkrtnut ,,JJednoduchy rezim“, pak program zobrazi pro

kazdy signifikantni ndlez ptislusny usek sekvence a mj. pfidd HTML vystup.
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Vystupem kroku je seznam motivt s p-hodnotou mensi nez nastaveny prah, v GUI
je mozné prochazet vSechny nalezené pozice sefazené dle p-hodnoty. Pii ¢teni vystupu
programu jsou zahozeny takové nalezy, které v ramci jedné sekvence spadaji do dvou
usekti (modelovy priklad: pii stazeni 5° UTR oblasti transkripti je mozné, Zze stazena
sekvence vznikla slou¢enim vSech UTR oblasti daného transkriptu, pokud program touto
informaci disponuje, pak je nutné nalezy motivt spadajici do dvou usekd povazovat za
neplatné). [8]

Krok také nabizi moznost spocitat specialni ,,rc-skore”. Pro tuto funkci je nutné
vyplnit vstupni proménnou SAM/BAM, ktera poskytuje pocet ¢teni pro konkrétni usek
dat ze sekvenace. Tento pocet miize byt rozdilny, bud’ se jedna o vSechna ¢teni zasahujici
do jednoho nalezu motivu, nebo pouze o ta ¢teni, ktera piekryvaji celou oblast nalezu.
Rc-skore jsem definoval jako skore motivu krat pocet Cteni, coz by piiblizn€ mélo
reprezentovat, ze mén¢ kvalitni motiv s vy$Sim poctem ¢teni ,,zvitézi“ nad kvalitnim
motivem s minimalnim poctem ¢teni. Motivy, ke kterym nebylo nalezeno zadné ¢&teni,
maji nutné nulové rc-skore. Stejné jako u p-hodnoty je nutné brat v potaz to, Ze rc-skore
je zavislé na délce motivu, a to jak pfi vypoctu samotného normalniho skore motivu, tak

i pfi vypoctu poctu zahrnutych readii. (obrazek 5 v piiloze C)

4.2.6 Kroky na porovnani motivu

Aplikace nabizi dva zplisoby porovnani motivii: hledani podobnych motivl v jedné
mnoziné¢ nebo hledani podobnych motivli ze dvou mnozin. Pro oba kroky je pouzit
program MOTIFSIM (viz kapitola 2.4). Prvni krok slouzi pro slouceni nalezenych
motivi, kdy pfi pouZiti vicero programi na hledani motivili je moZné, Ze se nékteré motivy
budou opakovat nebo si budou velmi podobné. Druhy krok umoZznuje najit podobné
motivy mezi dvéma mnozinami, analogicky se dé& ten krok pfirovnat k priniku dvou
mnozin. Dillezitym argumentem je procento podobnosti dvou motivi, kterym se nastavi
prah, kdy maji byt dva motivy oznacené za podobné. [9] (obrazek 6 v ptiloze C)
4.2.7 Implementace mechanismu kroku

Jeden krok se sklada z definice kroku (kod v aplikaci) a hodnot konfigurace (které
zadal uzivatel). Definice je slozena ze seznamu argumentl a proménnych, funkce pro

jejich validaci a funkce provadégjici krok samotny. Provedeni experimentu se sklada

Z nasledujicich c¢asti:
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1) uzivatel definuje seznam krokti v¢etné jejich argumentll a nazvi proménnych

2) konfigurace experimentu je zkontrolovana a je vytvoien graf provazujici jednotlivé
proménné. Obsahuje-li konfigurace chyby, pak experiment nelze spustit, pokud
pouze varovani, ma uzivatel na vybér, jestli experiment spusti nebo upravi

3) nasleduje spusténi experimentu, kdy se kroky popotad¢ provedou. Krok miize béhem
svého provedeni zobrazovat uzivateli procentudlni postup a textovy a/nebo specidlni
vystup. Pro zrychleni pii opakovaném spusténi je implementovana mezipamét
konfigurace, kdy se sou¢asna konfigurace porovna s konfiguraci pfedchozi spusténi.
Provedeni kroku je pteskoceno, pokud jsou stejné argumenty + vstupni promeénné
pochazeji také z preskocenych krokt + existuji soubory vystupnich proménnych +
krok sam o sob¢é umoznil vyuziti mezipaméti + uzivatel nezaSkrtnul pieskoceni
mezipaméti pied spusSténim experimentu. Mezi spusténim dvou krokii mitize

probéhnout transformace proménnych, pokud je to nutné (viz nasledujici odstavec).

Jelikoz mezi soubory rlznych pfipon mohou existovat konverze, tak bylo
naimplementovano hledani nejkratsi cesty mezi dvéma typy proménnych. Tato cesta je
reprezentuje transformacni funkci mezi vystupni proménnou jednoho kroku a vstupni
proménnou druhého kroku. Naro¢néjsi uzivatelé mohou tuto konverzi obejit manudalné
definovanymi typy proménnych piimo v konfiguraénim souboru experimentu.
V soucasné verzi aplikace jsou implementovany pfevody mezi riznymi formaty motivi
a také naivni extrakce FASTA sekvence z BAM/SAM souboru (uZivatel je ale varovan,
ponévadz je lepsi, kdyZ si tuto extrakci provede sdm podle svych potieb). (obrazek 4
v ptiloze C)

Pro zajisténi uzivatelské piivétivosti bylo implementovano nékolik vrstev tzv. crash

pads, jejichz funkci je se za vSech okolnosti pokusit o zachovani béhu aplikace, neni-li to

mozné tak alespon o zachovani uZivatelskych dat. Jednotlivé vrstvy:

0) nejnizsi vrstvu slouzi pro piipady, které se uz opravdu zachranit nedaji,
v takovych ptipadech se uloZi vSechna uZivatelska data a uzivateli vyskoc¢i dialog
s chybovou hlaskou, kterd je primarné ur¢ena pro vyvojare

1) kod obsluhujici spusténi krokii bézi na samostatném vlakné, takze pokud nastane
obdoba 0) ale pii béhu experimentu, tak samotna aplikace ziistane nedotCena

2) kazdy krok je izolovan od ostatnich, pokud tedy nastane chyba pii vykonavani

funkce kroku, pak se ostatni data o bé¢hu experimentu ulozi
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3) vlakna krokd, které vyuzivajici paralelizaci, se chovaji obdobné jako 2), t].
napiiklad pfi hledani motivii, pokud skon¢i chybou jeden algoritmus, tak ostatni
dob&hnou a uzivatel je pouze informovan o tom, kolik algoritmt nedobéhlo a

proc

4.2.8 Rozhrani virtualizace a zasuvné moduly

Vzhledem Kk definici kroki a jejich argumentt je téméf cely kod aplikace je psany
data-driven pfistupem S vyuzitim registru typt. To umoziuje snadné rozsiteni aplikace
pomoci zasuvny modultl (plugint), které jsou implementovany pomoci Java SPI, jenz je
reprezentovano tiidou Plugin. Kazdy modul mize registrovat svoje kroky a jiné typy
nebo rozhrani virtualizace, piipadné pfidavat pteklady. VSechny kroky implementované
Vv soucasné verzi aplikace jsou registrovany ze statického RootPlugin.

Rozhrani virtualizace umoziiuje podporovat riizné virtualizacni hypervizory,
v soucasné verzi aplikace je pievzata podpora z frameworku Paraffin — Docker a
Singularity. Implementace dalSiho hypervizoru vyzaduje nasledujici zakladni funkce:
detekci verze hypervizoru, ptikaz pro instalaci nebo Sestaveni nového obrazu
(z Dockerfile nebo ekvivalentniho souboru) a spusténi piikazu pro konkrétni obraz v

kontejneru pro jednorazové vyuziti.

4.2.9 Ostatni implementa¢ni detaily

Jako jedna z problematickych ¢asti implementace se ukdzala moznost piekladu
rozhrani. U CLI je vyzadovano, aby CLI bylo nastaveno v kédovani UTF-8, coz bohuzel
stale jesté neni dnes standardem®. U GUI je problematické vyuziti knihovny Swing, ktera
nema podporu zmény jazyka u aktualné zobrazenych elementii Ul, uZivatel musi bud’
zménit menu nebo restartovat celou aplikaci. Proto musely byt vytvofeny tfidy, které
obaluji ptekladany text a odkladaji provedeni samotného piekladu az na dobu, kdy je
nutné pieklad zobrazit. Pro validaci soubori s ptekladem jsem piidal do build skriptu
funkci na kontrolu celého kodu, ktera hleda klice ptekladanych textt a kontroluje, zdali

preklady existuji pro vSechny v soucasnosti piidané jazyky.

! Napt. Windows vyzaduje piikaz chcp 65001, U OS zalozenych na Linuxu byva UTF-8 standardem
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Kviili nemalému poctu datovych struktur zapisovanych na disk a kvili moznému
vyvoji do budoucna jsem vyuzil knihovnu DataFixerUpper! pro abstraktni definice
datovych struktur, kdy je kazda sktruktura definovana kodekem. Kodek obsluhuje jak
zapis, tak i ¢teni dohromady, ¢imZ je eliminovano nebezpeci chyby pii rozdilu mezi
kédem pro cteni a pro zapis. Tato knihovna nabizi také verzovani struktur, které
nepotiebuje udrzovat kod ke ¢teni a pifevodu dat ze souboru starsich verzi — staci pouze

abstraktni definice zmén mezi jednotlivymi verzemi a pievod uz provede sama knihovna.

1 https://github.com/Mojang/DataFixerUpper
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5 Diskuse

5.1 Porovnani s podobnymi aplikacemi

511 Tmod

Tmod je program s GUI pro operaéni systém Windows, vytvofeny v roce 2009 a
napsany v jazyce C++, ktery sluCuje v t€ dobé 12 pouzivanych programi na de-novo
hledani motivll. Pro béh programt vyuziva prosttedi Cygwin, které emuluje prostredi
Linuxovych operacnich systémi. Pro pouziti programti v tomto prostiedi je nutné je
ptekompilovat, coz se u nékterych programti neobeslo bez nutnych zmén. Jinak kromé
problémi spojenych s prostfedim Cygwin slibuji autofi snadné pfidani novych algoritmi
na hledani motiva.

Z uzivatelského hlediska je obrazovka rozdélena na ti ¢asti: vybér programu nebo
nastroje, jeho nastaveni a prostor pro obecny textovy vystup. Programy lze spoustét bud’
zvlast nebo v davkovém rezimu, ktery je vhodny pro postupné zpracovani vicero souborti
V jednom spusténi. Ke kazdému programu je tieba napsat konverzi vystupnich soubori
na motivy reprezentované konsenzualni sekvenci, tyto motivy jsou pak ohodnoceny
pomoci BioOptimizer nastroje. [26]

Porovnani — nejdiiv musim objektivné vytknout reprezentaci motivii pomoci
konsenzu, ktera miize byt v nékterych piipadech dostate¢na, ale pfi jejim pouziti nutné
dochdzi ke ztraté ¢asti informace. Z dalSiho objektivniho hlediska program poskytuje
vyrazné méné funkci neZ mnou vyvinuta aplikace, ale na druhou stranu nabizi reZzim
davkoveého spusteéni, ktery lze v soucCasné verzi mé aplikace vytvofit pouze pomoci
skriptovani a vyuziti CLI (tj. s vyuzitim prostiedki tieti strany). Subjektivné mi pfijde,
ze uzivatelského prostiedi je o néco lepsi, protoze pii konfiguraci 1épe vyuZziva prostor
uzivatelského rozhrani, na druhou stranu vystup je pouze textovy, moje aplikace nabizi i

WebLoga.
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5.1.2 Galaxy!

Galaxy Project je velky framework vyvijeny od roku 2005 a poskytuji mnoho funkci
napfi¢ riznymi obory pievazné¢ molekularni biologie. V soucasnosti jsou piidavany
funkce i pro jiné vyzkumné ucely z oblasti biologie nebo 1ékatstvi. V zakladu je dostupny
jako vefejna webova stranka!, ale je mozné vyuzit i lokalné pomoci CLI (relativné

Porovnani — nastroj stavi na podobnych principech a nabizi podobné funkcionality:
moznost nakonfigurovat si piesné to, co potiebuji, designu ,,write once run anywhere® —
spusténi kdykoliv a kdekoliv (vét. vypocetnich clusterd a cloudovych datacenter),
moznost sdileni a reprodukovatelnosti postupli a vystupti, a moznost pfidani vlastnich
pluginli/nastrojii. Subjektivné bych tedy fekl, Ze vzhledem k modernimu webovému
designu a moznosti online sdileni vysledktl je nastroj z hlediska uzivatelské privétivosti
znatelné lepsi, ale objektivné velkou nevyhodou je dostupnost pouze par vybranych
nastroju z MEME-suite frameworku. Proto bych povazoval tento framework pro analyzu
motivii za zakladni minimum, i pfesto mi spoleéné se znalosti Gradle? poslouzil jako

dobrd inspirace.

5.1.3 MEME-suite, DynaMIT a GimmeMotifs

MEME-suite® je rozsahlejsi skupina nastrojii pro komplexni analyzu sekvenénich
motivl, ktera vznikla rozsifenim o dalsi funkcionality z ptivodniho programu MEME
vydaném v roce 1995. Pro hleddni motivll nabizi n€kolik nastroji v zavislosti na typu
hledanych motivi a vstupnich sekvenci. Framework je v omezené mife dostupny jako
vetfejna webova stranka, ale mozné si stdhnout zdrojové kody, ptipadné jednoduse vyuZit
Docker obraz. Z pohledu rozsifitelnosti je mozna pouze ptima editace zdrojového kodu,

neni dostupné zadné konkrétni API.

! https://galaxyproject.org/ a https://usegalaxy.org/

2 Gradle je build systém pro kompilaci a vyvoj aplikaci psanych nejen v Javé, jedna se o komplexni
systém zalozeny na propracovaném grafu uloh, ktery Ize pomoci pluginti rozsifit a vyuzit takika pro cokoliv

3 https://meme-suite.org/meme/index.html

40


https://galaxyproject.org/
https://usegalaxy.org/
https://meme-suite.org/meme/index.html

DynaMIT je sada nastroji napsana v jazyce Python s dirazem na podporu béhu
napii¢ opera¢nimi systémy vyvijena mezi lety 2015 az 2018. Instalovat lze jako pip
package nebo pomoci autory piedpiipraveného virtualizaéniho obrazu pro VirtualBox.
Aplikace nabizi 16 algoritmi pro de-novo hledani motivii, 7 algoritmt pro slouceni
podobnych motivi do clusterti a 7 vystupnich a zobrazovacich metod. Aplikace umoziuje
pfidani novych funkcionalit pomoci implementace konkrétnich tfid. Spusténim vyzaduje
konfiguracni soubor, ktery lze vytvofit s pomoci jednoduchého GUI programu, bohuzel
zde chybi popisy argumenti. [27]

GimmeMotifs je framework zaméteny na analyzu motivia transkripénich faktord. Je
také napsany v jazyce Python a je vyvijeny od roku 2011. Nainstalovat Ize pouze jako
Python package. Framework nabizi fadu nastroja: pro de-novo hledani motivti nabizi 17
algoritmi véetné moznosti diskrimina¢niho hledani, hledani nalezenych motivi v
sekvencich ¢i databazich nebo napt. rizna porovnani mnozin motivii. Nastroje je mozné
spustit pouze pomoci CLI, vystup je vétSinou pouze textovy, ale je mozné vygenerovat
WebLoga a kli¢ové nastroje véetné de-novo hledani poskytuji HTML soubor. [28]

Porovnéni — vSechny tfi vySe zminéné ndstroje maji subjektivné nedostatecné nebo
zadné¢ GUI, coz vyznamné snizuje uzivatelskou piivétivost. Objektivné ale nabizeji
obdobné funkce jako mnou vyvinutd aplikace, MEME-suite jich dokonce nabizi vic.
Moznosti rozsifeni jsou viceméné omezené na skriptovani, které uzivatel musi stejné
pouzit, pokud si chce uchovat postup, jak k vysledkim dosel. Ale vzhledem k existenci
projektl BioConda pro jazyk Python a Bioconductor pro jazyk R a jim podobnym, to

nelze brat vyslovené za objektivni nedostatek.

5.2 Moznosti rozsSireni funkcionalit

Béhem vyvoje jsem narazil na nékolik problémd, které bych rad vytesil, ale
z ¢asovych divodi jsem se misty omezil pouze na poznamky Vv aplikaci, které popisujici
dany problém uzivateli, ptipadné na to-do komentaie v kodu.

Prvnim problémem, ktery se objevil pii testovani, je fakt, Ze b&zny uZivatel
operac¢niho systému Windows nema prava na vytvareni tzv. souborovych soft links, které
muze na operaénich systémech zaloZzenych na Linuxu vytvaret kdokoliv. Aby tyto tato
prava ziskal, musi administrator provést nejednoduchou editaci hluboko v nastaveni
systému. Resenim tohoto problému je uplné piestat soft links pouZivat a namisto toho

implementovat obdobnou funkcionalitu.
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Mnoho drobnych problémii piindsi nedostateCny popis Biomart API, kde je
k dispozici hodné¢ filtrti a atributti, ale ne vSechny jsou pro mé, jako ¢lovéka s nepiimou
znalosti molekularni biologie, pochopitelné. Béhem vyvoje jsem napi. narazil na
problém, Ze neumim spravné nastavit filtry tak, abych stahnul flank oblasti transkripti,
aniz by to skoncilo chybovou hlasku (které odkazovaly na chybu serveru). Také je velmi
obtizné zjistit, ktery atribut soutfadnic patii ke kterému typu sekvence, respektive nenasel
jsem obecny atribut, ktery by vratil souradnice piesné k t€ sekvenci, kterou chcei stahnout.
Obecné by se tedy dalo rozsifit stahovani z Biomart API tak, aby uzivatel mohl pfimo
zadat dotaz ve formatu XML, ktery lze vygenerovat na strankach, ¢imz by m¢l uzivatel
plnou kontrolu nad stazenymi daty. Kromé¢ této funkce bych rad piidal stahovani podle
verzi sekvenci, nyni je mozné zadat jenom ID a tim stahnout nejnovéjsi verzi transkriptu
—respektive pii zadani ID bez verze by se pfi prvnim stazeni tato ID rozsitila o nejnovéjsi
verzi tak, aby se zachovala replikovatelnost konfigurace.

Pottebnym rozsifenim je zakomponovani modernéjSich algoritmti pro hledani
novych motivii, obzvlast’ z oblasti hlubokého strojového uceni, nebot’ nastroj Paraffin se
omezuje spiSe na starsi, ale v literatufe ¢asto zmiflované, algoritmy. K tomuto rozsiteni
lze pridat moznost prepinani mezi DNA a RNA hledanim, pfipadné¢ i hledani
Vv proteinovych sekvencich, které ale vyzaduje zavedeni reprezentace proteinogennich
aminokyselin, které neni tak explicitné zakonzervované napfi¢ organismy jako
nukleotidova abeceda (ktera je navic reprezentovatelna vcéetné vSech moznych kombinaci
symboltl v ramci bézné abecedy ,A‘ az ,Z¢).

Dalsi funkcionalitou, kterou bych rad ptidal a mél ji také naznaCenou autor
analyzované prace, je prohledani existujicich databazi viici pravé nalezenym motivim.
K tomu lze pouzit napi. dfive zminény program Tomtom z MEME suite, nebo piimo
soubory z databazi.

Kromé rozsifeni spjatych s motivy by bylo vhodné, pro pienositelnost a stabilitu
vysledkli, do souboru konfigurace experimentu zakomponovat verze pouZitych
kontejnerti, v pfipad€ nesouladu s prave instalovanymi verzemi by byl uZivatel vyzvan
bud’ kinstalaci jinych verzi, nebo K odsouhlaseni natrvalo a piepsani na lokalné
instalovanou verzi. Kromé pienositelnosti vysledki je mozné také rozsifovat zpusoby
prezentace vysledki, napt. v souc¢asné verzi se neukladaji extrahované vysledky z krok
na podobnost motivil, nebo pfidat moZznosti pro pouZiti pro molekuldrni biologii béZznych
programt jako IGV apod. Za zminku také stoji ne zcela vyiesené problémy z vyvoje jako
planovani vyuziti CPU pfi hledani motivi.
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6 Testovani

Jednotlivé funkce byly zevrubné testovany béhem vyvoje jak nad umélymi daty
mensich rozmért, tak i nad soubory zredlnych experimentl, coz by mélo zajistit
dostatecnou stabilitu aktualni verze aplikace. Na konci vyvoje probéhlo testovani
uzivatelské privétivosti a celkové funkcionality pomoci ovétitelnych dat.

Testovani uzivatelské piivétivosti bylo provedeno formou prezentace vedoucimu
prace, ktery si mél moznost program vyzkouSet. Vystupem byly piipominky
k sou¢asnému stavu a napady na rozsSifeni funkcionality. Osobné bych si vytknul
ptidavani a ptesouvani kroku, kde, pokud bych mél vice ¢asu, bych piidal drag-and-drop
mechanismus, piipadné spole¢né s propojovanim kroki pies proménné bych radéji pouzil

grafovou strukturu (uzel = krok, hrana = proménna).
6.1 Testovani zaloZené na ovéritelnych datech

Prvni testovaci dataset byl vytvofen podle zvefejnéného ¢lanku o TOP (terminal
oligopyrimidine) motivech v 5 UTR oblastech [21]. Tyto motivy zaéinaji jednim C, které
je nasledovano cca 4 az 15 pyrimidinovymi nukleotidy, po kterych nasleduje oblast
bohatd na G. V pfiloze A zminéného ¢lanku je uvedeno 92 gent a jejich 5° UTR
sekvence, ve kterych jsou zluté vyzna¢eny TOP motivy. K t€émto gentiim se mi podafilo
v databazi Ensembl najit 80 kanonickych transkriptii a nad témi spustit hledani motivi
podle piedlohy ,,Search in transcripts from Biomart* — finalni konfigurace experimentu

je v piiloze B. Celkem bylo nalezeno 7 motivu a dalsi 3 byly vytvofeny jejich sloucenim.

Motiv Zdroj #def|#<15| # | Min. p-val | Min. g-val
CTCTTTC DynaMIT - GLAM2 | 66 | 63 |283| 1,35e-04 0,0326
CTCTTTCAC DynaMIT - GLAM2 | 65 67 |251| 6,48e-06 0,0272
CTCTTTCCGTYCCCSGG slouceni 53 | 54 |241| 2,32e-05 0,0363
CTCTTTCCSYYCCCSGG |DynaMIT - GLAM2 | 52 | 54 (242| 2,21e-05 0,0427
CTGCTTTC DynaMIT - GLAM2 | 45 | 60 |266| 2,53e-04 0,3750
TCTTTCCGT DynaMIT - MDscan | 43 | 69 |289| 9,01e-06 0,0321
CCTCTTTCMCYYCCCSGG slouceni 40 | 45 |209| 1,45e-04 0,1720
CTGCTGCCRCC BaMM 19 | 38 |254| 6,55e-06 0,0254
GCTGCYGCCRYC slouceni 9 35 |270| 6,54e-06 0,0214
GCBGCCGCCRTC DynaMIT - MDscan | 7 32 |239| 1,66e-06 0,0046

Tabulka 1 — nalezené motivy a jejich vlastnosti, razeno podle 3. sloupce,

(WebLoga na obrdzku 8 v priloze C)
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V tabulce 1 jsou uvedeny vSechny vystupni motivy a k nim:

- zdroj motivu — motiv bud’ byl nalezen konkrétnim programem nebo byl vytvoien
slou¢enim podle podobnosti

- # def — pocCet transkriptd, ve kterych je alespoin jeden nalez motivu
reprezentovany regularnim vyrazem ~C[CT]{4+}, ktery odpovida zacatku
definice, tj. nezabyval jsem se analyzou oblasti bohatych na G

- # <15 — pocet transkripti, ve kterych je alespoil jeden nalez motivu takovy, ze
prvni pozice nalezu je mensi nebo rovna 15. pozici transkriptu. V ¢lanku jsou
motivy vzdy na zacatku sekvence bez informace o tom, zdali se jedna o zaCatek
5¢ UTR oblasti nebo ne. U 19 transkriptt stazenych pomoci Biomart APl tomu
tak nebylo, proto jsem zapocital i nalezy dostateéné blizko pocatku transkriptu

- #— celkovy pocet nalezti ve vstupnich transkriptech

minimalni p- a g-hodnota — napfi¢ v§emi nalezy Ve vstupnich transkriptech

Motivy jsem setadil podle nalezi, které z ¢asti odpovidaji definici. K tomu jsem
ptidal aproximaci, ktera je zaloZzena na odhadu ze ¢lanku, Ze se hledané motivy vyskytuji
na zaCatku 5° UTR oblasti, a také 1épe reprezentuje motivy, které nemaji pocatecni C.

Prvni motiv (CTCTTTC) jako jediny zcela odpovida definici 5° TOP motivu. Motivy
na 2. az 4. mist€ obsahuji Sum v podob¢ oblasti za 1. motivem, ktery je jejich spole¢nym
podfetézcem. 6. motiv také obsahuje Sum, ale hlavné mu chybi pocatecni C, pfesto ma
nejvetsi pocet nalezi ,.# < 15, coz lze vysvétlit pomoci jiného ¢lanku [25], kde autofi
zminuyji 1 existenci 5 TOP motivi, jejichz prvnim nukleotidem je U. Zajimavy je 5.
motiv, ktery obsahuje G na 3. pozici, a proto neodpovida definici 5 TOP motivu, jeho
nalezy ve vstupnich transkriptech vSak definici motivu jiZ spliuji.

Kwvili kratkosti nalezenych motivi jsem byl nucen pii jejich evaluaci zvolit prahovou
p-hodnotu 0,05 (ktera je povazovana za horni hranici pro statistickou signifikanci), jejimz
disledkem je vysoky pocet vSech nalezt. Bohuzel ani ta nestacilo na to, aby 1. motiv mél
vice ,,# < 15 nalezi nez 2., ackoliv by mit m¢l, jelikoZ je jeho exatnim podietézcem a
m¢l by proto mit stejny nebo vétsi pocet nalezi do 15. pozice transkriptu. To lze vysvétlit
zavislosti p-hodnoty na délce motivu (p-hodnota ma tendenci byt mensi s rostouci délkou
motivu). Zajimavosti je relativné vysoka minimalni q-hodnota 5. a 7. motivu (ktery vznikl
slou¢enim ze mj. 5. motivu), kterou bych si vysvétlil tim, Ze se velmi podobaji ostatnim
motiviim, takZe jejich ndlezy budou obdobné, ale zaroveil ¢ast nalezii bude obzvlast u 5.

motivu znatelné odlisna.
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Nejlepsim algoritmem se ukazal GLAM2, ktery je v zakladu dostupny v MEME
suite, ale zde je integrovan pomoci frameworku DynaMIT. Program AlignACE byl pfi
hledani vypnut, protoZze obecné produkuje velké mnozstvi motivi s vysokou variabilitou
nukleotidl. Je prekvapenim, Ze z 18 algoritmii, které dobéhly, pouze 3 naSly né&jaké
motivy (GLAM2, MDscan a BaMM). Béhem vyvoje aplikace se pocet programi, které
na obdobné¢ velkych testovacich sadach nasly néjaké motivy, pohyboval okolo 10.
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Z.aveér

Cilem prace bylo zanalyzovat, upravit a rozsifit jiz existuji aplikaci na hledani motiva
o nové funkce. Mnou vytvorena aplikace piidava GUI, ve kterém si uzivatel vybere kroky
reprezentujici rizné funkce, tyto kroky spoji a tim vytvofi ucelenou funkcionalitu.
Implementované funkce jsou: stazeni sekvenci pomoci Biomart API nebo vlozeni cest
k vlastnim sekvencim, de-novo hledani motivi, které vyuziva vySe zminénou existuji
aplikaci, porovnani motivi podle podobnosti s moznosti jejich slouceni, ohodnoceni
motivll podle jejich ndlezi v zadané sekvenci s moznosti vyuziti Cetnosti Cteni ze
sekvena¢nich dat v misté jednotlivych nalezl, ulozeni motivii v né€kolika formatech a
dalsi drobné funkce.

Aplikace je napsana v jazyce Java ve verzi 21 a vyuzivéa kontejnerové virtualizace
pro izolaci béhu programi tieti strany. Aplikace byla vyvijena s ohledem na
replikovatelnost a pienositelnosti vysledkd, vytvofeny sled krokti lze ulozit jako
konfiguraci do souboru a spustit kdykoliv a kdekoliv. Dalsim aspektem vyvinuté aplikace
je jeji Siroké API umoznujici ostatnim programdtorim pfidavat pluginy s riznymi
funkcemi. Zminit lze jest¢ CLI, které vyzaduje pfedem vytvoienou konfiguraci, a
obstojné zabezpeceni proti padu aplikace a ztraté dat.

Béhem vyvoje byla aplikace prubézné testovana, na konci vyvoje doslo k otestovani
uzivatelské privétivosti a k otestovani na ovétitelnych datech, kdy bylo experimentalné
zjisténo, Ze aplikace je schopna najit o¢ekavané motivy. Funkce, ktera vyuziva Cetnost
¢teni ze sekvenacnich dat pii ohodnoceni motivili, byla otestovdna pouze na stabilitu,

ponévadz se jednalo o data, u kterych nejsou ovefené vystupy.
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Seznam priloh

A Zdrojovy kod aplikace (A_source_code.zip) - obsahuje README.md
s manualem ke kompilaci a seznamem nutnych zavislosti, kompletni zdrojovy kod
aplikace a kompilaéni konfiguraci pro Gradle

B Soubory pouzité nebo vzniklé pii testovani v kapitole 6.1 (B_dataset.zip) —
obsahuje README . txt popisujici obsah v§ech ostatnich soubort a slozek

C Obrazky — ukazky GUI aplikace
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Priloha C — ukazky GUI aplikace

‘ Novy experiment H Otevrit experiment H Nastaveni ‘

Experimenty v runtime adresari {/home/fel/pmdt/run/experiments)

‘ asd ‘ ‘ bam test | ‘ biomart_test | ‘ crebl test | ‘ hgl9 test |
‘ metadata_tests | ‘ motif set op test ‘ ‘ rpsX_test ‘ ‘ rpsX_test_all |
‘ some_random_motifs | ‘ test ‘

Novy experiment podle predlohy

Search in FASTA ‘ ‘ Search in transcripts from Biomart

Obrazek 3 — zakladni menu aplikace

Nazev experimentu bam test

Adresar experimentu /home/fel/omdt/runfexperiments Otevfit adresar

|
Zkontrolovat kanfiguracl Zkontrolovat a spustit UloZit | | UloZit a ZavFit ZavFit | /M Znovu nactl z disku /1\ /M Smazat véetné dat /!\ ]
Krok éislo: 1 Typ kroku: Motiv - de novo hledani [_] PFeskoéit mezipamét pFi pFistim spusténi Smazat -
Argumenty:
Minimalni délka (vit.) 10—
Maximalini délka (vét.) 10
Hledat pomaci ) pjignACE [ BaMMimotif []discrover [|DREME []DynaMIT - Gibbs []DynaMIT - GLAM2 []DynaMIT - Homer

[] DynaMIT - MDscan [ ]EMD []Gimme - BloProspector []Gimme - DINAMO [ ] Glmme - DREME [ ] Gimme - GADEM
[l Gimme - Homer [ ]| Gimme - Improbizer [ ] Gimme - MDmodule [v]Gimme - MEME [ ]Gimme - ProSampler
[ Gimme - Trawler [ ] Gimme - Weeder [ |Homer []MCAT

Ulo#it stdout/stderr vyhledavaéd [ ]

Vstupni proménné:

FASTA |sekvenace Ij

Problémy:  Nejednoznaéna konverze proménné, zkontrolujte nasledujici informace a rozhodnéte, zdali by nebylo lepsi provést transformaci manudlne:
BAM -> FASTA pomoci 'samtools censensus'

FASTA pozadi |
[sekvenace |

Vystupni proménné:

Seznam motivii  motivy I

Pfidat krok - co: Ensembl FASTA - stéhnout FASTA z Biomart API |L kam: Prvni | ‘ Pied —1%{ Za | Posledni |
-1 kam: Prvni | ‘ Pired -1ﬁ Za | Posledni

Pfesunout krok - co:

Obrazek 4 — konfigurace kroku pro de-novo hledani motivti s ukazkou transformaéni funkce

proménné, ktera vyzaduje pozornost uzivatele

51



Nazev experimentu hgl test

Adresar experimentu /home/fel/pmdt/runfexperiments

Otevfit adresar

Krok &islo: 3 Motlv - de nove hledani

Krok &islo: 4 Motly - ohodnotit a najit pozice motivii v sekvencl |

Vystup:

Radit dle min p-| oty | Radit dle min g

| Radit dle max rc-skére | Radit dle sumy rc-skére

= Seznam metivi: 15

o [ maximalni log re-skére:

& [ maximaini log re-skére

o[£ maximaini log rc-skére:

o= [ maximalini log rc-skére.

o= [ maximalni log rc-skore:

o [ maximalni log rc-skére:
o= [ maximainf log rc-skére:

o [ maximainf log rc-skére:

o [ maximalni log rc-skore:
o [ maximaini log re-skére:
o ] maximaini log rc-skére:
o [ maximalnl log re-skére:
o= [ maximalni log rc-skére:
o [ maximalni log rc-skére:

o [ maximélni log rc-skére:

24,29 GSGGCGCCGLS Paraffin:dynamit/MDscanSearcher
24,15 CCGCCGLCGCLG Paraffin:bamm

23,57 TWWWWWWAAA Paraffinbarmm

21.17 CCCCRCCCCC Paraffin:bamm

20.01 THWWCWTYAT Paraffin:bamm

19.86 HGCWGCWGCD Paraffinibamm

19.54 RAGRWGRAGR Paraffin:bamm

18.05 CCCCYYCCTCC Paraffincbarnm

16.79 GGGSGGSGGEE Paraffin:bamm

16,64 CTGCCGGCAGC Paraffin:dynamit/GLAM2Searcher
16.08 S5CSSCSCCS Paraffin:bamm

13,60 CTGCTGCGG Paraffin.dynamit/GLAM2Searcher
13,58 CCCCTGCCGC Paraffin:dynamit/GLAM25earcher
12,75 TCSCGSCGGCGGCGGCCGCCGSLC Paraffinidynamit/GLAM2Searcher
-= GGGGGCGGGEG Paraffin:dynamit/MDscanSearcher

| Oteviit soubor: CSV - tabulka se viemi hodnotami

OtevFit soubor: HTML - uZivatelsky privétivy vystup (ale bez oprav a rc-skére)

Zastavit experiment ‘ Zaviit ‘

Obrazek 5 — vystup kroku pro ohodnoceni nalezti motivii spole¢né s ukazkou

L]

menu

s dokoncenym experimentem

( Podobné motivy | Sloué¢ené motivy |

1 Seznam motivid: 3
¢ [ Mowy slougeny motiv a jeho sluéovaci tabulka: CCTCTTTCMCYYCCCSEG pmdt: motifsim
[ coTCTTTCMOYYCCCSGE

CTCTTTC e e e -
[ -CTCTTTCCSYYOCCsaa
~CTCTTTCAC- - - - - -
[ cTeeTTTe-- - - -

7 [ Mowy slouteny motiv a jeho slufovaci tabulka: GCTGCYGCCRYC pmdt: motifsim
[y GeTeoraoorye

[y GeeGCCGroRTe
[ -cTGCTGCCRCC

¢ [ Mowy slougeny motiv a jeho sluéovaci tabulka: CTCTTTCCGTYCCCSGE prdt:motifsim
[y cTCTTTCCGTYCCCSGE

[ cTCTTTCCS Y CoosGG

Obrazek 6 — vystup kroku pro sluc¢ovani motivt dle podobnosti
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Nastaveni

Engine virtualizace:

[ ] Docker - nedostupné (nelze zjistit verzi)

Singularity ve verzi 3.11.5

Jazyk |&estina (Cesko) (cs-CZ) -

Zvétgeni Ul ¢ { ) 1 2.0x

Zobrazit experimentalni moznosti| |

Max pocet vildken pro paralelni vypocty ‘ 0 %

Ulozit

Obrazek 7 — nastaveni aplikace

B CTGCTGCCRCC P 4 TTC P AM2Se TTTC Paraffin:dynamit/GLAM2Se: TTTCAC Paraffin dynami/GLAM2Sea CTCTTTCCSYYCCCSGG Paraffin:dynamitGLAM2Searcher

20 20 20 2.0 20
i) 2 a 2 a
: W-U%CT T CQACC g %CTCTTTC g %CT CTTTC g DJCTCTTTCAC 8 DJCTCTTTCC 8
00 ¥= GY 0 — 0 - ; ) — 0 S
5 5 5
Weblogon 1z Weblogoa7 12 Weblogoa7 12 wetogear e wenmg oa712
S [ ST —
TCCGT Parafin dynamiMDsoanSea3GCCGCCRTC Parafin cymamiMDscanSearc | GCTGCYGCORYC pmdtmotfsim CTGTTTOCATYCOCSGE pmdtmatisin
2.0 2.0 2.0 20
& 2
= 51%CTCTTTCCGT CCCG_G
0.0 0o WY1 L2 AGG
10 10 5 10 15
Webl oga 3712 Weblogo 37 12 Weblogo 37 12 Weblogo 37 12

TGCHGCCRYE pmdtmatifzim CTCTIICCRIYCCCSGG pdt:motifaim

Trrccar
CCTCTTTCMCYYCCCSGG pmdt:motifsim

2.0
1
o Cgcc

5

weclogos 712
COTEITTEMENERESG6 prt mat sl

Obrazek 8 — ukazka generovani vystupnich souborti motivii, jsou zobrazeny motivy, které
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